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Lesión medular  
En España, se estima que la incidencia anual de daño por traumatismo en la médula 
espinal es de 30 casos por cada millón de habitantes, lo que supone unos 1000 nuevos casos 
cada año, con aproximadamente el 80 % de las lesiones en personas cuya edad está 
comprendida entre los 16 y 45 años (datos del Servicio de Información sobre Discapacidad, 
Ministerio de Sanidad, Servicios Sociales e Igualdad). En los mamíferos (y, por tanto, en los 
seres humanos), las lesiones medulares causan daños permanentes e irreversibles, debido, 
principalmente, a la ausencia de regeneración de las conexiones neuronales que se ven 
interrumpidas tras la lesión. La baja capacidad regenerativa se debe a factores extrínsecos, 
como la liberación de moléculas inhibidoras del crecimiento axónico tras la lesión y a factores 
intrínsecos, como la baja capacidad de regeneración de los axones de las neuronas del sistema 
nervioso central (SNC). Además, tras una lesión medular, debido a procesos inflamatorios, se 
produce una muerte masiva de neuronas y células gliales que no son reemplazadas (revisado 
en Rodicio y Barreiro-Iglesias, 2012). 
Dado que las lesiones medulares constituyen un grave problema personal, social y 
económico es necesario avanzar en el conocimiento de los factores que impiden o promueven 
la regeneración con el fin de aportar datos que a la larga permitan el diseño de terapias 
efectivas. A diferencia de lo que ocurre en mamíferos, las lampreas y algunas especies de 
peces, anfibios y reptiles son capaces de recuperar la motilidad después de una lesión medular 
y constituyen modelos efectivos para el estudio de las condiciones y los factores que permiten 
lograr la recuperación de la función. 
 
La lamprea como modelo en neurobiología y regeneración  
Las lampreas, junto con los mixinos, son los representantes vivos más antiguos de los 
vertebrados. Pertenecen al grupo de los agnatos (peces sin mandíbula) (Hubbs y Potter, 1971; 
Mallatt y Winchell, 2007; Janvier, 2010),  también denominados ciclóstomos, y ocupan una 
posición filogenética única entre los Amphioxus (procordados) y los gnatostomados 
(vertebrados con mandíbula) (Hardisty, 1983; Kuratani y col., 2002; Takezaki y col., 2003). 
Las lampreas se distribuyen en las zonas templadas de ambos hemisferios y se pueden 
encontrar tanto en aguas dulces como saladas. Muchas especies de lamprea son parásitas y se 
alimentan de sangre y linfa al fijar su ventosa bucal a la piel de diferentes peces. Sin embargo, 
todas las lampreas pueden alimentarse también de pequeños invertebrados.  
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Posición filogenética de las lampreas, tomado de Green y Bronner, 2014. 
 
La lamprea de mar, Petromyzon marinus, es la especie de lamprea que se puede 




Tiene un complejo ciclo de vida que empieza en el río con el periodo embrionario, que 
dura aproximadamente 12 días, al que le siguen un corto periodo prolarvario, en el que se 
alimentan del vitelo almacenado y un largo periodo larvario, durante el cual viven enterradas 
en el fango y se alimentan por filtración. Mediante una compleja metamorfosis las larvas se 
transforman en jóvenes adultos. Los cambios durante la metamorfosis incluyen: una 
reorganización radical de los órganos internos, la erupción y maduración de los ojos, 
modificación de la región prebranquial, que da lugar a la formación de un disco oral 
especializado para la succión, desarrollo de dientes y de otras estructuras bucales, 
transformación de la estructura de las branquias para permitir la respiración tidal y conversión 
de una larva que vive enterrada y se alimenta por filtración en un depredador nadador 
Joven adulto de lamprea de mar 
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eficiente. Terminada completamente la metamorfosis, los jóvenes adultos migran al mar, 
donde viven durante uno o dos años como parásitos de otros peces. Tras este tiempo regresan 


















El sistema nervioso central de las lampreas (revisado en Nieuwenhuys and 
Nicholson, 1998), puede ser considerado el prototipo de los vertebrados debido a que posee 
todas las características básicas del sistema nervioso central de los vertebrados, pero con 
muchas menos neuronas que en mamíferos. Algunas de sus neuronas son células de 
proyección espinal gigantes que son fácilmente indentificables.  
 
La posición filogenética de las lampreas y su complejo ciclo de vida han hecho 
que sean un modelo atractivo y muy utilizado en estudios de evolución y desarrollo (evo-
devo) (revisiones en Kuratani y col., 2002 y Osorio y Rétaux., 2008) y en estudios centrados 
en descifrar los cambios adaptativos a los diferentes estilos de vida de las larvas y los adultos. 
La simplicidad de su sistema nervioso, junto con su accesibilidad, facilidad de manipulación y 
Ciclo de vida de la lamprea 
de mar 
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capacidad de supervivencia del tejido in vitro, las han convertido también en un modelo 
adecuado para determinar las redes y circuitos neuronales implicados en el proceso de 
locomoción en los vertebrados (Grillner y col., 2008). Estos estudios han hecho que las 
lampreas sean los organismos que han proporcionado una información más detallada a nivel 
celular y de redes neuronales acerca de dicho proceso. La facilidad de identificación y 
manipulación de las neuronas gigantes del cerebro de las lampreas ha permitido que se 
utilicen también como modelo para estudiar los efectos citotóxicos de proteínas relacionadas 
con la enfermedad de Alzheimer (Hall, 1999; Hall y col., 2000; Honson y col., 2009; Lee y 





















En la actualidad, y desde mediados del siglo pasado, las lampreas también se utilizan 
como un modelo interesante en estudios de regeneración del SNC, ya que después de una 
sección medular completa son capaces de recuperar la locomoción espontáneamente (Shifman 
y Selzer, 2007). En 1980, el NIH propuso cinco criterios que se deben cumplir para demostrar 
Esquema del cerebro de la lamprea  
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la existencia de regeneración funcional de la médula espinal (Guth y col., 1980).  Dichos 
criterios son los siguientes: 
1.- La lesión experimental debe causar desconexión de las prolongaciones nerviosas. 
2.- Las prolongaciones de las neuronas del sistema nervioso central deben ser capaces de 
atravesar la región de la lesión. 
3.- Las fibras regeneradas deben realizar contactos sinápticos. 
4.- Las fibras regeneradas deben generar respuestas postsinápticas. 
5.- Los cambios en la función deben derivarse de las conexiones regeneradas. 
Hasta el momento, la lamprea es el único vertebrado en el que se ha demostrado que se 
cumplen los cinco criterios. 
 Recientemente, las lampreas también han sido propuestas como modelo para los estudios 
de regeneración desde el punto de vista evolutivo, para los cuales se ha acuñado el término 
evo-rego (Barreiro Iglesias, 2012). 
 
 La médula espinal de la lamprea 
La médula espinal de la lamprea es aplanada, lo que facilita la difusión de oxígeno y 
metabolitos a su interior ya que carece de vasos sanguíneos. En sección transversal, se 
distinguen: la sustancia gris, que ocupa una posición central, rodea el canal central y se 
expande lateralmente y la sustancia blanca, situada en la periferia y que, aunque recibe este 
nombre, no tiene color blanco ya que los axones de la lamprea son amielínicos. En la 
sustancia blanca hay cuerpos de neuronas emigradas, prolongaciones dendríticas y contactos 
sinápticos. Las raíces dorsales y ventrales presentan alternancia debido al curso 
intramiotómico de las raíces dorsales y de la finalización intramiotómica de las raíces 
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Esquema de la médula espinal de lamprea 
En la médula espinal se distinguen tres tipos celulares según su función: 
- Células dorsales: son células sensitivas primarias situadas en posición dorsomedial, 
formando dos filas longitudinales. Tienen una prolongación periférica (que sale con las raíces 
dorsales y termina en la piel, donde recibe estimulación mecánica), una prolongación rostral 
larga que cursa en la columna dorsal y una ventral corta.  
- Células motoras: situadas en la parte ventrolateral de la sustancia gris formado dos columnas 
longitudinales. Pueden ser somáticas o viscerales. 
- Interneuronas: sus prolongaciones permanecen en el SNC. Son heterogéneas en cuanto a 
posición, distribución, tamaño, morfología y conexiones (revisiones en Rovainen, 1979; 
Buchanan, 1996; 1999; 2001). En función de estos criterios se clasifican en: 
- Gigantes: situadas únicamente en el tercio caudal de la médula, son células sensitivas 
de segundo orden cuyos axones proyectan contralateral y rostralmente pudiendo acabar en la 
médula o en la parte posterior del cerebro. 
- Laterales: son las interneuronas más grandes de la parte rostral de la médula espinal 
de lamprea, su axón proyecta ipsilateral y caudalmente e inhiben interneuronas caudales 
cruzadas.  
-Interneuronas caudales contralaterales: participan en la red locomotora espinal. Su 
inhibición provoca la activación del lado opuesto de la médula. 
- Interneuronas excitadoras: también participan en la red locomotora y tienen un papel 
en la generación del ritmo. 
- Interneuronas inhibidoras: son otro componente de la red locomotora, responsables 
de la alternancia derecha-izquierda del patrón locomotor. 
- Células del borde: están situadas en los tractos laterales, generalmente contra el 
borde ventrolateral de la médula espinal. Son receptores de tensión y pueden ser excitadoras 
que contactan con neuronas ipsilaterales o inhibidoras, cuyas prolongaciones cruzan la línea 
media inhibiendo neuronas contralaterales. 
- Células que contactan con el líquido cerebroespinal (CSFc): se sitúan alrededor del 
canal central, al que envían una prolongación. Son de distintos tipos atendiendo al 
neurotransmisor que expresan. 
La sustancia blanca se divide en tres funículos: dorsal, lateral y ventral. Por ellos 
corren tractos ascendentes, descendentes e intrínsecos. 
Los tractos ascendentes largos son la columna dorsal y el lemnisco lateral. Por la 
columna dorsal cursan fibras sensitivas procedentes de las células de los ganglios de las raíces 
dorsales y de las células dorsales, que llevan información sensorial de la piel al tronco 
cerebral. El lemnisco espinal está formado por fibras que cursan por el fascículo lateral 
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llevando información sensitiva al cerebro e información de los patrones motores al tronco 
cerebral. 
Los tractos descendentes son el retículoespinal y el vestíbuloespinal. Varios estudios 
han mostrado la citoarquitectura de las neuronas que proyectan a la médula en el cerebro de la 
lamprea de mar (Ronan, 1989; Swain y col., 1993; Davis y McClellan, 1994, Barreiro-Iglesias 
y col., 2008a; b).  El tracto reticuloespinal tiene su origen en las células reticulares del núcleo 
del fascículo longitudinal medial situado en el diencéfalo y de los núcleos reticulares 
mesencefálico y rombencefálicos (el sistema reticuloespinal será tratado con más detalle a 
continuación). El sistema vestibuloespinal consta de alrededor de 400 neuronas y se localiza a 
nivel de los núcleos octavomotor intermedio (Bussières y col., 1999) y posterior (Pombal y 
col., 1994¸ Bussières y col., 1999) y proyecta sólo a la médula espinal rostral. 
Los tractos intrínsecos están formados por fibras intersegmentales cortas mediadoras 
de reflejos (Ariens Kappers, 1947).  
Además de las neuronas y sus prolongaciones, otro componente importante de la 
médula espinal de la lamprea es la glía, constituida por los ependimocitos y los astrocitos. Los 
ependimocitos rodean el canal central y tienen una corta prolongación apical y una larga 
prolongación lateral. Los cuerpos de los astrocitos forman una banda en la sustancia gris que 
se prolonga lateralmente hacia la sustancia blanca. Sus prolongaciones se extienden 
radialmente hasta las superficies dorsal y ventral de la médula. Las células gliales de la 










 El sistema reticuloespinal de la lamprea 
Varios estudios han mostrado la citoarquitectura de las neuronas que proyectan a la 
médula en el cerebro de la lamprea de mar (Ronan, 1989; Swain y col., 1993; Davis y 
McClellan, 1994, Barreiro-Iglesias et al., 2008a; b). El sistema descendente en lamprea adulta 
consta de aproximadamente 2400 neuronas reticuloespinales. La mayoría de estas células, 
aproximadamente 2000, se originan en los núcleos reticulares (Swain y col., 1993) 
Esquema mostrando las células de glía de la médula espinal de la 
lamprea.  
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considerados tradicionalemente como mesencefálicos y rombencefálicos, aunque parte de las 
neuronas más rostrales son diencefálicas.  
El núcleo reticular mesencefálico (MRN) contiene alrededor de 90 células 
reticuloespinales que proyectan ipsilateralmente a la médula espinal, incluidas tres células de 
Müller (M1-M3) a cada lado de la línea media (Bussières y col., 1999; Dubuc y col., 2008). 
El resto de las neuronas reticuloespinales se localizan a nivel rombencefálico. La formación 
reticular rombencefálica ha sido dividida en tres o cuatro regiones dependiendo de los 
distintos tipos de estudios e investigadores. Cuatro regiones fueron descritas y/o utilizadas por 
Koyama y col. (1989), Ronan y Northcutt (1990), Pombal y col. (1997, 2001, 2006) y Villar- 
Cerviño y col. (2008a, 2009): formación reticular ístmica (IsRF), formación reticular 
trigeminal (TRF), formación reticular medial (MRF) y formación reticular posterior (PRF).  
Sin embargo, otros autores como Nieuwenhuys (1977), Ronan (1989) y Davis y McClellan 
(1994) clasifican los núcleos en tres grupos: núcleo rombencefálico reticular anterior 
(ARRN), núcleo rombencefálico reticular medial (MRRN) y núcleo rombencefálico reticular 
posterior (PRRN). Los núcleos medio y posterior son equivalentes en las dos nomenclaturas, 
la diferencia está en el núcleo anterior, en el que los autores que establecen cuatro regiones 
subdividen este núcleo reticular anterior en dos. La región más rostral se localiza a nivel del 
istmo (IsRF). La segunda región se sitúa a nivel del núcleo motor del nervio trigémino (TRF). 
El ARRN contiene alrededor de 90 células en la lamprea adulta, de las cuales, 
alrededor del 30% proyectan contralateralmente (Dubuc et al., 2008). Este núcleo incluye las 
células de Müller (I1-I6) que proyectan ipsilateralmente, Los núcleos rombencefálicos 
reticulares más caudales contienen el 90% de todas las células reticuloespinales.  El MRRN 
tiene aproximadamente 330 células reticuloespinales, de las que el 20% proyectan al lado 
contralateral, incluida la célula de Mauthner, que envía un prominente axón a la región 
dorsolateral de la médula espinal (Rovainen, 1967; Dubuc y col., 2008). En el MRRN  
también se encuentran las células de Müller B1-B6, todas ellas con proyección ipsilateral, El 
PRRN es el núcleo reticular de mayor tamaño. Se extiende rostrocaudalmente por la mitad 
posterior del rombencéfalo y consta de alrededor de 730 células reticuloespinales, de las 
cuales aproximadamente un 16% proyectan contralateralmente (Dubuc y col., 2008).  
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Esquema que muestra una vista dorsal del cerebro de la lamprea de mar con la 
localización de las neuronas reticuloespinales, que son identificables 
individualmente, de los núcleos reticuloespinales y de los núcleos motores de los 
nervios craneales. B1-B6: células de Müller de la región bulbar; D: diencéfalo; 
hab.-ped. tr.: tracto habenulopeduncular; I1-I6: células de Müller de la región 
ístmica; inf.: infundíbulo; Isth: istmo; isth. retic.: formación reticular ístmica; IX: 
núcleo motor del glosofaríngeo; M1-M4: células de Müller 1 a 4; Mes: mesencéfalo; 
Mth: células de Mauthner; Mth’: células de Mauthner auxiliares; Rh: rombencéfalo; 
SC: médula espinal; s.m.i.: sulco mediano inferior; Vm: núcleo motor del trigémino; 
X: núcleo motor vagal. (Tomado de Rodicio y Barreiro Iglesias, 2012). 
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 El circuito locomotor en lampreas 
Al igual que en el resto de los vertebrados, el circuito locomotor incluye los circuitos 
espinales que coordinan los movimientos básicos en la propulsión. Estos circuitos se localizan 
en los centros generadores de patrones (CPGs), en los sistemas comando del tronco encefálico 
















El circuito locomotor de lamprea (tomado de Grillner y col., 2008) 
 
En la lamprea, estos circuitos están inhibidos durante el reposo y necesitan ser 
activados desde centros comando localizados a nivel del tronco encefálico, las regiones 
locomotoras mesencefálica (MLR) y diencefálica (DLR). Éstas regulan el nivel de actividad 
de los CPGs espinales a través de las neuronas reticuloespinales (Grillner y col., 2008). 
Además de ser iniciada, la locomoción debe tener la capacidad de adaptarse en respuesta a 
entradas comportamentales específicas o a diversas perturbaciones, como por ejemplo, 
cuando la cabeza del animal contacta con una superficie sólida. La formación reticular 
rombencefálica integra la información sensorial, visual y vestibular, que controla la 
orientación, así como la postura y la información motora procedente de los ganglios basales 
(Deliagina y col., 1992; 1993; 2000; Deliagina y Fagerstedt, 2000). De este modo, inicia la 
locomoción y ejerce efectos modificadores sobre los circuitos espinales que son necesarios 
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para el control del equilibrio y la orientación, determinando así qué programas de movimiento 
deben ser activados a cada instante (Grillner y col., 1995; Deliagina y Fagerstedt; 2000; 
Deliagina y col., 2000). Finalmente, en todos los vertebrados, las neuronas del CPG de la 
médula espinal son moduladas por sistemas locales de retroalimentación sensitiva.  
El patrón motor se genera a nivel espinal por los CPGs. Los CPGs son los 
responsables de la activación secuencial de las diferentes motoneuronas y, por tanto, de los 
grupos musculares que participan en el movimiento (Grillner y col., 1981; Grillner 1981, 
2003; Rossignol y col., 2006; Grillner y col., 2008). Los principales elementos de los circuitos 
implicados en la generación de disparos segmentales son las interneuronas premotoras 
excitadoras glutamatérgicas (EINs), que activan motoneuronas a través de receptores N-metil-
D-aspartato (NMDA) y ácido alfa-amino-3-hidroxi-5-metil-4-isoxazolpropiónico (AMPA). 
Las EINs forman un “pool” dentro de cada segmento y los segmentos se excitan entre ellos 
(Buchanan y Grillner, 1987; Cangiano y Grillner, 2005). Además, también activan 
interneuronas inhibidoras que cruzan la línea media, encargadas de coordinar las EINs de 
ambos lados, de manera que emerja el patrón alternante (Grillner y col., 2008). Además, 
varios sistemas, entre ellos el sistema GABAérgico (Fagerstedt y col., 2000; Homma y 
Rovainen, 1978; Grillner y Wallén, 1980; Grillner, 2003), modulan la locomoción. El GABA  
actúa postsinápticamente disminuyendo la actividad excitadora vía receptores  GABAA y 
GABAB (Schmitt y col., 2004) y presinápticamente sobre las dendritas y el soma de las 




Sistemas glicinérgico y GABAérgico 
Las neuronas glicinérgicas y GABAérgicas representan los principales sistemas 
inhibidores rápidos en el cerebro y la médula espinal de los vertebrados. Aparecen pronto en 
el desarrollo embrionario y en animales inmaduros. Durante el desarrollo, el GABA y la 
glicina provocan la despolarización de la membrana por la salida de Cl-, resultante de una 
concentración intracelular de Cl- alta (Wang y col., 1994; LoTurco y col., 1995; Chen y col., 
1996; Kazatu y col., 1999). Esta despolarización permite el incremento de la concentración 
intracelular de Ca2+, el cual tiene una función muy importante en el desarrollo neuronal 
(LoTurco y col., 1995; Ikeda y col., 1997), siendo crucial para la formación correcta de las 
especializaciones postsinápticas en las sinapsis glicinérgicas (Kirsh y Betz, 1998). 
La acción inhibidora del aminoácido glicina aparece como consecuencia de la 
conductancia al Cl- en la membrana postsináptica, cuando se activan los receptores de glicina 
(Young y Snyder, 1974; Backer y Ramson, 1978; Betz, 1987; Bormann y col., 1987). El 
receptor de glicina (GlyR) es un canal iónico dependiente de ligando que media inhibición 
post-sináptica en la médula espinal y en otras regiones del sistema nervioso central de los 
vertebrados (revisión en Betz y Becker, 1988; Langosch y col., 1990). La glicina es también 
un coagonista obligatorio de los receptores NMDA de glutamato. El receptor NMDA es un 
canal iónico formado por múltiples subunidades que posee sitios de unión para el glutamato y 
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un sitio de unión para un regulador alostérico (glicina y/o la D-serina) como coagonista 
(revisión en Wood, 2005).  
La acción de la glicina termina al ser recaptada por dos miembros de la familia de 
transportadores de neurotransmisores dependientes de Na+/Cl- (GLYT1 y GLYT2), que la 
internalizan en la célula, donde es degradada por el sistema de escisión (degradación) de la 
glicina, un complejo enzimático mitocondrial y citosólico. GLYT1 es considerado 
principalmente un transportador glial, aunque también es expresado en neuronas, mientras que 
GLYT2 es un transportador neuronal (revisión en Zafra y Giménez, 2008), La glicina es 
captada por las vesículas sinápticas a través del transportador vesicular de aminoácidos 
inhibidores (VIAAT) que está presente también en las neuronas GABAérgicas, donde 
transporta GABA.  
El GABA se sintetiza por descarboxilación del L-glutamato, reacción catalizada por la 
enzima L-glutamato descarboxilasa (Roberts y Frankel, 1950). Hay tres tipos de receptores de 
GABA: dos receptores ionotrópicos, GABAA y GABAC y un receptor metabotrópico, 
GABAB. Estos receptores se diferencian en sus propiedades farmacológicas y en su 
distribución a lo largo del sistema nervioso central (Bormann y Feigenspan, 1995; 
Lukasiewicz, 1996). La recaptación del GABA es mediada por transportadores denominados 
GAT (1-4).  
La glicina y el GABA compiten por el transportador vesicular. Los terminales 
GABAérgicos puros poseen concentraciones metabólicas de glicina. La biosíntesis de GABA 
por las glutamato descarboxilasas y su acumulación en el citosol gracias a los transportadores 
de membrana específicos para el GABA, evitan la entrada significativa de glicina en las 
vesículas sinápticas. En los terminales glicinérgicos puros, la acumulación de glicina en el 
citosol debida a la presencia del transportador de membrana GLYT2, hace que se encuentre a 
concentraciones suficientes como para ser acumulada dentro de las vesículas sinápticas. El 
transportador de membrana GLYT1 es mucho menos eficaz en la acumulación de glicina en 
el citosol, ya que también puede trabajar a la inversa, sacando glicina del citosol. La co-
expresión de glicina y GABA en un mismo terminal se debe al balance entre la expresión y la 
actividad de los transportadores de membrana, junto con el metabolismo o secuestro 
intracelular de los neurotransmisores.  
La glicina y el GABA liberadas por la misma vesícula pueden unirse a distintos tipos de 
receptores (cada uno al suyo propio) situados en la misma región postsináptica o pueden 
actuar como coagonistas de los receptores de glicina, acelerando la transmisión glicinérgica, 
como sugieren experimentos realizados en teleósteos (David-Watine y col., Imboden y col., 
2001). También se ha sugerido la existencia de receptores activados por glicina y GABA en 
lamprea (Baev y col., 1992). 
 
 Neurotransmisores inhibidores en el sistema nervioso central de la lamprea 
La distribución de las poblaciones y fibras que expresan glicina o  GABA ha sido 
estudiada tanto en el cerebro adulto (GABA: Meléndez-Ferro, 2001 Meléndez-Ferro y col. 
2000; 2001; Rodicio y col., 2005; Robertson y col., 2007; glicina; Villar-Cerviño y col., 2007; 
2008a) como durante el desarrollo (GABA: Meléndez-Ferro y col., 2000; 2002, 2003; glicina; 
Villar-Cerviño y col., 2009).  
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El patrón de desarrollo de las poblaciones glicinérgicas es complejo, incluyendo 
poblaciones de aparición temprana, poblaciones que expresan glicina transitoriamente y 
poblaciones que aparecen durante la metamorfosis. La mayoría de las neuronas glicinérgicas 
del cerebro adulto se encuentran en el mesencéfalo y rombencéfalo, aunque también hay 
poblaciones en los bulbos olfatorios, el núcleo preóptico y el tálamo. Estas tres últimas 
poblaciones no están presentes en el cerebro de mamíferos y, aunque hay estudios en pocos 
grupos de vertebrados, la comparación de la distribución de las poblaciones entre lamprea y 
mamíferos sugiere que a lo largo de la evolución de los vertebrados se ha producido una 
disminución de las poblaciones glicinérgicas en el cerebro anterior y una especialización de 
las poblaciones del tronco cerebral. 
 Las neuronas GABAérgicas están ampliamente distribuidas en el sistema nervioso 
central, desde los bulbos olfatorios hasta la médula espinal. La mayoría de las neuronas 
GABAérgicas son pequeñas y aparecen mezcladas con neuronas no GABAérgicas. Estos 
estudios indican que el sistema GABAérgico apareció tempranamente durante la evolución y 
que los patrones espacio-temporales de expresión han sido muy conservados entre los 
diferentes grupos de vertebrados.  
En los núcleos rombencefálicos reticulares se han descrito neuronas inmunorreactivas 
a glicina (Villar Cerviño y col., 2008a, 2009) y GABA (Meléndez-Ferro, 2003; Robertson y 
col., 2007). Además, en un estudio electrofisiológico se ha mostrado que un grupo de 
neuronas reticuloespinales inhiben sus neuronas diana mediante su acción sobre receptores de 
glicina (Wannier y col., 1995). En estos núcleos hay además numerosas neuronas pequeñas y 
medianas glutamatérgicas (Villar-Cerviño y col., 2013), cuyos axones activan patrones 
generadores de la natación (El Manira y col., 1997; Brocard y Dubuc, 2003) así como 
neuronas grandes que, aunque no muestran inmunorreactividad a glutamato (Villar-Cerviño y 
col., 2013), expresan el transportador vesicular de glutamato (Villar-Cerviño y col., 2013).  y 
han sido caracterizadas como glutamatérgicas en estudios electrofisiológicos (Rovainen, 
1967; Wickelgreen, 1977; Buchanan y Grillner, 1987; Buchanan y col., 1987; Ohta y Grillner, 
1989).  
 Sólo en algunas poblaciones glicinérgicas del cerebro de lamprea adulta, se ha 
observado colocalización de glicina y GABA. En la mayor parte de ellas, o no hay 
colocalización o es poco abundante (Villar-Cerviño y col., 2008a).  Colocalización de glicina 
y GABA también ha sido descrita en algunas poblaciones del cerebro de otros vertebrados 
(Reichenberger y Dieringer 1994; Berki  y col., 1995; Reichenberger y col., 1997; 
Higashijima y col., 2004). 
            Las neuronas GABAérgicas de la médula espinal de las lampreas han sido 
ampliamente estudiadas (Batueva y col., 1990; Brodin y col., 1990; Christenson y col., 1991; 
Shupliakov y col., 1996; Meléndez-Ferro, 2001; Ruiz y col., 2004; Villar-Cerviño y col., 
2008a), mientras que las neuronas glicinérgicas han recibido menos atención (Shupliakov y 
col., 1996; Gustafsson y col., 2002; Villar-Cerviño y col., 2008a; b). En tres poblaciones de 
interneuronas de la médula espinal, población dorsomedial, población lateral y en la 
población de neuronas CSFc, hay células que expresan glicina y/o GABA. Sólo una pequeña 
parte de las neuronas de estas poblaciones coexpresan glicina y GABA. Además de las 
neuronas de estas tres poblaciones, algunas células del borde expresan glicina. Aunque la 
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mayoría de las neuronas de la médula espinal participan en circuitos intrínsecos locales, 
algunas neuronas laterales, parte de las cuales son inhibidoras, son espinobulbares  (Revisión 
en Buchanan y Einum 2008). Muchas de las neuronas espinobulbares también tienen 
proyección descendente (Einum y Buchanan, 2006). 
Respuesta a la lesión y papel durante la regeneración de los sistemas inhibidores en el 
sistema nervioso central    
La lesión medular produce daños mecánicos que conducen a la muerte de las neuronas 
afectadas, lo que se conoce con el nombre de respuesta primaria. Alrededor de esta región 
tiene lugar una extensión progresiva de los daños, lo que se conoce con el nombre de 
respuesta secundaria. Los daños que se producen durante la respuesta secundaria se deben a la 
rotura de la barrera hematoencefálica, invasión de células sanguíneas, activación de la 
microglía, falta de oxígeno, excitotoxicidad, formación de especies reactivas de oxígeno, 
liberación de proteasas y depleción de la disponibilidad de energía (revisión en Hausmann, 
2003).  
La excitotoxidad se refiere a la muerte de neuronas y células gliales que se produce 
por la acción prolongada de los neurotransmisores excitadores glutamato y aspartato, que son 
liberados en exceso tras una lesión medular (Liu y col., 1991; 1999). La elevación de la 
concentración de glutamato extracelular provoca la activación de receptores de glutamato, 
desencadenando una entrada masiva de Ca+2 en las células que conduce a la muerte neuronal 
(Choi, 1988). Estudios de nuestro grupo han demostrado que la liberación de glutamato en 
respuesta a una lesión medular también tiene lugar en lampreas (Fernández-López y col., 
2014b).  
Además de la liberación de neurotransmisores excitadores, la lesión medular también 
provoca la liberación de neurotransmisores inhibidores (Demediuk y col., 1989; Panter y col., 
1990). Debido a su papel como coagonista de los receptores NMDA, el incremento de los 
niveles extracelulares de glicina después de la lesión medular puede potenciar la 
excitotoxicidad causada por el glutamato (Panter y col., 1990). La  liberación de GABA, sin 
embargo, parece tener un efecto neuroprotector mediante la activación de los receptores 
GABA y subsiguiente inhibición de la apoptosis (Han y col., 2008). En lampreas se ha 
observado una correlación entre el aumento de la inhibición por GABA y una mejor 
recuperación de la funcionalidad en animales con lesión espinal (Svensson y col, 2013). 
Durante el desarrollo, el GABA puede influir en la supervivencia celular, así como promover 
y modular la migración celular, el crecimiento de neuritas y la formación de sinapsis (Owens 
y Kriegstein, 2002; Ben-Ari y col., 2007; Sernagor y col., 2010; revisado en Gaiarsa y 
Porcher, 2013), por lo que no es descartable que tenga papeles similares durante la 
regeneración axónica.  
Los daños producidos en la médula espinal afectan tanto a las neuronas intrínsecas de 
la médula y sus prolongaciones, como al sistema extrínseco (constituido por axones 
descendentes originados en neuronas cerebrales y axones de neuronas sensitivas situadas en 
los ganglios raquídeos). Aunque la recuperación de la función se ha asociado principalmente a 
la regeneración de los axones descendentes dañados, cada vez hay más estudios que muestran 
la importancia de las neuronas intraespinales en la recuperación funcional (revisión en Filli y 
Schwab, 2015). En lampreas, tanto los axones descendentes (Yin y Selzer, 1983; Davis y 
McClellan, 1994; Rouse y McClellan, 1997) como los de las neuronas propioespinales (Yin y 
Selzer, 1983; Armstrong y col., 2003) pueden regenerar a través del lugar de la lesión y 
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formar sinapsis funcionales (Mackler y Selzer, 1985). Sin embargo, el proceso de 
regeneración no lleva a una situación idéntica a la anterior, ya que no todos los axones 
regeneran, los que regeneran no siguen exactamente la misma trayectoria y se pueden formar 
sinapsis en lugares atípicos, sinapsis que poseen características estructurales que las 
diferencian de las presentes en animales no dañados (Rovainen, 1976, Selzer, 1978; Wood y 
Cohen, 1978; Oliphin y col, 2010).  
Debido a la importancia del GABA en la modulación de los circuitos espinales, las 
alteraciones en el sistema GABAérgico provocan un deterioro de la función. En roedores, la 
pérdida de interneuronas GABAérgicas responsables de la modulación fásica provoca déficits 
motores (Fink y col., 2014) y los niveles de GABA o de sus enzimas de síntesis (GAD67 y 
GAD65), disminuyen en el asta dorsal en distintos modelos de daño medular (Gwak y col, 
2008; Meisner y col.., 2010; Zhang y col., 1994). En gatos se ha visto que una sección 
medular completa de la médula espinal produce un incremento en la expresión de GAD67, 
pero no de GAD 65, en la zona caudal a la lesión (Tillakaratne y col., 2000). El descenso del 
tono GABAérgico en el asta dorsal de la médula espinal es un factor clave en el desarrollo del 
dolor neuropático central después de una lesión medular (Drew y col., 2004; Liu y col., 2004; 
Gwak y col., 2006; Zhang y col., 1994).  
Estudios de nuestro grupo han analizado los cambios en los sistemas dopaminérgico 
(Fernández-López y col., 2015) y glutamatérgico (Fernández-López y col., 2016) en la 
médula espinal de la lamprea durante la regeneración,  pero la evolución de los sistemas 































   JUSTIFICACIÓN 








































Justificación y objetivos 





JUSTIFICACIÓN Y OBJETIVOS  
 
El presente trabajo se encuadra dentro de los estudios que nuestro grupo está 
realizando sobre el posible papel de los neurotransmisores en la regeneración espinal.  
Como objetivo de esta tesis doctoral nos hemos propuesto analizar los cambios que 
tienen lugar en los sistemas de neurotransmisores inhibidores (GABAérgico y glicinérgico) de 
la médula espinal de la lamprea de mar en respuesta a la lesión medular y durante la 
regeneración. La identificación de los cambios que tienen lugar en la médula espinal en 
vertebrados que recobran espontáneamente la locomoción después de una lesión medular 
puede ofrecer pistas para determinar los factores clave que conducen a la recuperación de la 
función y para descifrar los mecanismos de plasticidad que tienen lugar durante el proceso de 
regeneración. 
Se sabe que en la médula espinal de la lamprea los sistemas GABAérgico y 
glicinérgico de la médula espinal constan de un componente intrínseco constituido por 
neuronas espinales y sus prolongaciones, y, en el caso del sistema glicinérgico, también de un 
componente extrínseco formado por fibras descendentes procedentes de neuronas localizadas 
en el tronco cerebral. Un paso previo para determinar los cambios en los distintos sistemas 
implicados en la locomoción es conocer su organización en el animal intacto. A pesar de la 
abundancia de estudios sobre las proyecciones reticuloespinales en lampreas, es muy poco lo 
que se conoce sobre las proyecciones reticuloespinales inhibidoras. Ya que los anticuerpos 
generados contra neurotransmisores aminoacidérgicos marcan el soma de las neuronas en el 
sistema nervioso central en lampreas (Meléndez-Ferro y col., 2002,2003; Robertson y col., 
2007; Villar-Cerviño y col., 2008a; b; 2009), hemos decidido empezar por caracterizar las 
proyecciones reticuloespinales inhibidoras mediante la combinación de técnicas de trazado 
neuronal retrógrado y técnicas de inmunofluorescencia. Por ello, los objetivos concretos de 
este trabajo son: 
1.- Estudiar el patrón de distribución de las neuronas reticulares glicinérgicas de 
proyección espinal. 
2.- Conocer si existen neuronas reticulares GABAérgicas que proyecten a la médula 
espinal y en caso afirmativo estudiar su patrón de distribución. 
3.- Conocer si hay neuronas reticuloespinales inhibidoras que colocalicen glicina y 
GABA. 
 4.- Analizar los cambios de expresión de los neurotrasmisores inhibidores en 
respuesta a la lesión. Para ello, analizaremos el patrón de expresión espaciotemporal de la 
inmunorreactividad a GABA y glicina durante la primera semana  después de la sección 
completa de la médula espinal. 
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5.- Analizar los cambios de expresión de los neurotransmisores inhibidores durante la 
regeneración medular en larvas de lamprea de mar. 
Los resultados y la discusión de esta tesis doctoral han sido organizados en tres 
apartados: 
1.- Proyecciones rombencefálicas inhibidoras descendentes en larvas de lamprea de 
mar. Las proyecciones descendentes inhibidoras se analizaron mediante la combinación de 
técnicas de trazado neuronal con la detección inmunofluorescente de los neurotransmisores 
glicina y GABA. 
2.-  Cambios en los sistemas de neurotransmisores inhibidores en respuesta a una 
lesión medular en lamprea de mar. La lesión medular consistió en una sección medular 
completa a nivel de la quinta branquia y los cambios en los sistemas de neurotransmisores 
inhibidores se detectaron mediante técnicas de inmunofluorescencia. 
3.- Cambios en los sistemas de neurotransmisores inhibidores en la médula espinal de 
la lamprea de mar durante la regeneración. Estos cambios se analizaron usando técnicas de 
inmunofluorescencia para la visualización de los neurotransmisores GABA y glicina en las 
células y sus prolongaciones. Además se investigó la proporción de neuronas espinales de  
proyección ascendente o descendente mediante la combinación de técnicas de trazado 
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MATERIAL Y MÉTODOS 
 
Declaración ética 
Todos los experimentos llevados a cabo en el presente estudio han sido aprobados por el 
Comité de Bioética de la Universidad de Santiago de Compostela y por la Consellería do 
Medio Rural e do Mar de la Xunta de Galicia (JPLV/IId) y han sido realizados de acuerdo con 
las directrices españolas y de la Unión Europea sobre bienestar animal y experimentación. 
 
Individuos 
Para la realización de este estudio se han empleado larvas de lamprea de mar 
Petromyzon marinus L. (n = 94). Como la edad de las larvas no es conocida y existe una 
relación entre la longitud corporal y la edad (Ooi y Youson, 1976, Purvis, 1979; Rubinson y 
Cain, 1989), en este trabajo, las larvas se caracterizaron por su longitud corporal. Para el 
estudio de las proyecciones rombencefálicas inhibidoras descendentes en larvas de lamprea de 
mar se utilizaron 10 larvas de lamprea de un tamaño comprendido entre 50 y 140 mm. Para el 
estudio de la respuesta aguda de los sistemas inhibidores a la lesión medular se han utilizado 
41 larvas [3 control y 41 lesionadas (0, n=8; 1, n=8; 2, n=6; 3, n=6; 4, n=5, 7, n=8 días 
postlesión (dpl)]. Para el estudio de  los cambios en los sistemas inhibidores durante la 
regeneración mediante técnicas de inmunofluorescencia se usaron 41 larvas [9 control y 32  
lesionadas (0dpl, n=9 y 2, n=5; 4, n=6; 10, n=7; 24, n=5 semanas post-lesión (spl)]. Para 
poner de manifiesto las neuronas con proyección ascendente o descendente se usaron 2 larvas. 
Todas las larvas utilizadas para los estudios de la respuesta aguda a la lesión y los cambios de 
los sistemas de neurotransmisores inhibidores durante la regeneración, excepto un animal de 
80 mm y otro de 156 mm, tenían  un tamaño corporal comprendido entre 90 y 125 mm de 
longitud. Las larvas fueron distribuidas al azar y homogéneamente entre los distintos tipos de 
experimentos. Por tanto, para las lesiones de médula espinal se utilizaron larvas maduras (de 
cerca de 100 mm de longitud corporal o mayores). Estas larvas tienen una edad de 5 años o 
más y su sistema reticuloespinal está totalmente desarrollado a lo largo de toda la médula 
espinal, por lo que no hay confusión entre posibles procesos de desarrollo y regeneración 
(Shifman y col., 2007). De hecho, la mayor parte de los estudios de regeneración espinal en 
lampreas se han realizado en larvas maduras. 
Los animales se capturaron en el río Ulla (Galicia, noroeste de España), con el permiso 
de la Consellería do Medio Rural e do Mar de la Xunta de Galicia, y se mantuvieron en un 
acuario con sedimento de río y condiciones de temperatura y aireación adecuadas.  
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Cirugía 
Los animales se anestesiaron profundamente mediante su inmersión en metanosulfonato 
de tricaína (MS-222; Sigma, St. Louis, MO) diluído en solución Ringer (pH 7.4) de 
composición: NaCl 137 mM, KCl 2.9 mM, CaCl2 2.1 mM, HEPES 2 mM. Las larvas se 
colocaron con el lado dorsal hacia arriba en una placa revestida de Sylgard, llena de solución 
Ringer. La médula espinal se expuso mediante una incisión transversal en la pared corporal a 
nivel de la quinta branquia. Con un bisturí se realizó una sección completa de la médula 
espinal, visualizando los extremos cortados de la médula bajo la lupa. Tras la cirugía, las 
lampreas se mantuvieron en hielo durante 1 hora para permitir que la herida se secara al aire 
(excepto aquellas procesadas inmediatamente después de la lesión). Durante esta hora, los 
animales se mantuvieron sobre una toalla de papel empapada en solución Ringer evitando el 
contacto directo con el hielo. Después de este tiempo, se dejó recuperar a los animales en 
tanques de agua dulce con aireación, a una temperatura de 19.5ºC, dado que se sabe que las 
lampreas pueden recuperar su locomoción normal a esta temperatura (Cohen y col., 1999). 
Cada animal lesionado se examinó 24 horas después de la cirugía para confirmar que no era 
capaz de realizar movimientos caudalmente al lugar de la lesión. La sección espinal se 
considera completa si al estimular la cabeza, el animal sólo puede mover el cuerpo 
rostralmente a la lesión. 
 
Trazado retrógrado 
 El trazado retrógrado se utilizó para determinar el origen de las proyecciones inhibidoras 
descendentes a la médula espinal y para analizar si las neuronas espinales que pierden el 
fenotipo inhibidor después de una lesión medular son capaces de volver a expresar los 
neurotransmisores inhibidores. En ambos casos el trazado retrógrado se combinó con 
inmunohistoquímica. 
Para determinar el origen de las proyecciones inhibidoras descendentes se realizaron 
experimentos de trazado neuronal retrógado empleando neurobiotina (NB; 322.8 Da; Vector 
Laboratories, Burlingame, CA) como trazador. Las larvas de lamprea se anestesiaron 
profundamente con benzocaína (0.05 %; Sigma, St. Louis, MO) y la médula espinal se expuso 
mediante una incisión realizada en la región dorsal del cuerpo a nivel de la tercera branquia. 
El trazador se aplicó en la médula espinal a este nivel con la ayuda de una minucia (tamaño: 
#000; diámetro: 0.25 mm). La incisión se selló con pegamento quirúrgico (Hystoacril, B. 
Braun Surgical, Melsungen, Alemania). Los animales se mantuvieron en solución Ringer con 
aireación, a 4º C durante 3 días para permitir el transporte de la NB desde el punto de 
inyección en el axón hasta el soma neuronal en el cerebro. Los tiempos de transporte 
utilizados se obtuvieron en base a resultados de experimentos control llevados a cabo para 
comprobar el tiempo de transporte óptimo para este trazador en larvas de lamprea de mar 
(Barreiro-Iglesias y col., 2008b). 
Para poner de manifiesto las neuronas espinales con proyección ascendente o 
descendente se usó el mismo protocolo, pero la aplicación del trazador se realizó a nivel de la 
quinta branquia, en el lugar de la lesión (aplicándolo en ambos extremos cortados de la 
médula) y los animales se dejaron recuperan 2 semanas después de su procesamiento. 
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Procesamiento del tejido  
Todos los animales se anestesiaron profundamente con MS-222 al 0.1% diluido en 
solución Ringer y se sacrificaron por decapitación.  
Para los estudios histológicos se procesaron los animales control, los animales a los 
que se les aplicó un trazador después del tiempo de transporte del mismo, y los animales 
lesionados, con o sin  aplicación del trazador después de los diferentes periodos de 
recuperación tras la lesión.. La cabeza hasta la segunda branquia (en los animales destinados 
al estudio de las proyecciones descendentes) o la región del cuerpo comprendida entre la 4ª- 
6ª branquia (en los animales destinados al estudio de los cambios después de la lesión y 
durante la regeneración) se fijaron por inmersión en glutaraldehído al 5% y metabisulfito 
sódico (MB) al 1% en Tris salino (TBS; pH 7.4) durante 20 horas. Una vez fijado, el tejido se 
embebió en Neg 50 TM (Microm International GmbH, Walldorf, Alemania). A continuación 
se congeló en isopentano enfriado con nitrógeno líquido y se realizaron secciones 
transversales de 14 µm de grosor en un criostato, colocando los cortes en portas de vidrio 
Superfrost Plus ® (Menzel, Braunschweig, Alemania). 
 
Inmunofluorescencia 
La técnica de inmunofluorescencia se utilizó para poner de manifiesto la expresión de 
GABA y glicina. Las secciones se pretrataron con NaBH4 0.2 % en agua destilada durante 45 
minutos a temperatura ambiente para eliminar la autofluorescencia inducida por el 
glutaraldehído. Las secciones se incubaron durante 3 días a 4ºC en mezclas de diferentes 
anticuerpos: anticuerpo policlonal contra glicina obtenido en conejo (Immunosolution, 
Jesmond, Australia; código IG1003, lote 1953; dilución 1:3000), anticuerpo monoclonal 
contra GABA obtenido en ratón (Sigma; clon GB-69, No A 0310, dilución 1: 1200), 
anticuerpo policlonal  contra GABA obtenido en conejo (Affiniti, Mamhead, UK; 1:500), 
anticuerpo monoclonal contra citoqueratinas (LCM29)  obtenido en ratón ( generosamente 
donado por el Dr. Selzer, Philadelphia; 1:100) o un ), anticuerpo monoclonal contra 
HuC/HuD obtenido en ratón (Molecular Probes Europe, Leiden, The Netherlands; 1:100) (ver 
comentario). A continuación se incubó durante 1 hora con una mezcla de inmunoglobulina de 
cabra anti-conejo conjugada con Cy3 (Chemicon, Temecula, CA; 1:200) e inmunoglobulina 
de cabra anti-ratón conjugada con Cy5 (Chemicon; 1:100; en el estudio de las proyecciones 
descendentes) o conjugada con FITC (Chemicon; 1:100; en el estudio de los cambios después 
de la lesión y durante la regeneración). Todos los anticuerpos se diluyeron en TBS que 
contenía un 1% de MB, 0.2 % de Triton X-100 y un 15 % de suero normal de cabra. 
Para la detección indirecta del trazador, las secciones se incubaron durante 4 horas a 
temperatura ambiente con fluoresceína isotiocianato (FITC)-marcada con avidina D (Vector, 
Burlingame, CA; 1:1000) en TBS con 0.3% Triton X-100. Las secciones se lavaron con agua 
destilada y se montaron con medio de montaje para fluorescencia (Vectashield; Vector). 
Anticuerpos 
La especificidad del anticuerpo policlonal anti-glicina se ha caracterizado con 
anterioridad (Villar-Cerviño y col., 2008a). El anticuerpo anti-glicina (Inmunosolution) se 
elaboró contra tiroglobulina porcina conjugada con glicina y el proveedor lo probó en 
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secciones de retina y cerebelo de varios mamíferos y otros vertebrados así como en 
inmunoensayos dot blot con una variedad de aminoácidos encontrados en proteínas y con los 
aminoácidos no proteicos D-serina, D-alanina y D-aspartato; con GABA y con el tripéptido 
que contiene glicina, glutatión (GSH) y ninguno produjo reactividad significativa. Este 
anticuerpo ha sido desarrollado por Dr. David V. Pow (University of Newcastle, Newcastle, 
New South Wales, Australia) y utilizado en un gran número de estudios en neuronas 
glicinérgicas de la retina, cerebro y médula espinal.  Para los controles de procesamiento de 
tejido, el antisuero primario se omitió en algunas secciones de tejido. No se observó tinción es 
estos controles. Además, se realizó Western blot con extractos de proteína de lamprea (Villar-
Cerviño y col., 2006; resultados no publicados) y no se tiñó ninguna banda de proteína en 
estos blots. 
El anticuerpo monoclonal de ratón anti-GABA se ha utilizado con anterioridad en 
nuestro laboratorio (Villar-Cerviño y col., 2008b). El anticuerpo se elaboró contra GABA 
conjugado con albúmina de suero bovina (BSA) y glutaraldehído. La actividad y especificidad 
fueron evaluadas por el proveedor mediante inmunoensayos dot blot. No se observó actividad 
cruzada con BSA, ácido L- γ-aminobutirico, ácido L-glutatámico, ácido L- aspártico, glicina, 
ácido ∂-aminovalérico, L-treonina, L-glutamina, taurina, putrescina, L-alanina o carnosina.  
El anticuerpo mostró una reacción cruzada débil con β-alanina. Además, las secciones de 
cerebro y retina de lamprea de mar incubadas con el anticuerpo revelaron el mismo patrón de 
marcaje revelado en con otros anticuerpos anti-GABA (Meléndez y col., 2001, 2002, 2003; 
Villar-Cerviño y col., 2006, 2008b; Robertson y col., 2007). La preadsorción del anticuerpo 
de GABA con BSA no bloqueó la inmunotinción en lamprea. No se detectó 
inmunorreactividad cuando el anticuerpo primario fue omitido en el procedimiento 
inmunohistoquímico. Además, se realizó Western blot con extractos de proteínas de cerebro 
de lamprea (resultados no publicados) y no se tiñó ninguna banda de proteína en estos blots.  
La especificidad del anticuerpo policlonal anti-GABA ha sido caracterizada por el 
proveedor mediante ELISA contra conjugados de BSA- glutaraldehído. Este anticuerpo ha 
sido utilizado en estudios previos de lamprea (Meléndez-Ferro y col., 2002; Villar-Cerviño y 
col., 2006).  
Además, mediante Western blot de extractos de proteína de cerebro de lamprea se 
comprobó que los anticuerpos anti-glicina, policlonal anti-GABA y monoclonal anti-GABA 
no reconocen ninguna proteína nativa del cerebro de la lamprea (Villar-Cerviño y col., 2006). 
El anticuerpo monoclonal de ratón anti-citoqueratinas (LCM 29) es un anticuerpo 
específico de lamprea que ha sido previamente caracterizado (Merrick y col., 1995) y usado 
en estudios de médula espinal de lampreas (Lurie y col., 1994; Uematsu y col., 2004; Vidal 
Pizarro y col., 2004). 
El anticuerpo monoclonal  de ratón anti-HuC/HuD se desarrolló contra las proteínas 
neuronales humanas HuC y HuD que se unen específicamente a antígenos presentes 
exclusivamente en neuronas y es, por tanto, utilizado como marcador neuronal. También ha 
sido utilizado en lampreas como marcador neuronal (Zhang y col., 2014).  
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Adquisición y análisis de imágenes 
Las secciones se fotografiaron con microscopios confocales espectrales TCS-SP2 o 
SP5 (Leica, Wetzlar, Alemania). Las series de fotografías se analizaron y procesaron con los 
softwares LITE y LAS (Leica). Se ajustó ligeramente el brillo y el contraste de las fotografías 
con el software Adobe Photoshop CS4 (Adobe Systems, San José, CA). 
En el estudio de las proyecciones inhibidoras descendentes, para asegurar la existencia 
de colocalización de GABA y glicina en la misma neurona, se consideraron sólo las neuronas 
inmunorreactivas a glicina (glicina-ir) e inmunorrectativas a GABA (GABA-ir) claramente 
teñidas y detectadas en proyecciones de secciones ópticas de 2-4 µm de grosor de las series 
obtenidas con un microscopio confocal. Las neuronas teñidas débilmente o que podrían 
contener niveles mínimos de glicina o GABA no se tuvieron en cuenta. 
En el estudio de los cambios agudos en respuesta a la lesión, en larvas procesadas entre 
1 y 3 días después de la lesión (n=20) se observó la presencia de acumulaciones de 
neurotransmisores inhibidores, a los que denominamos halos, alrededor de algunos axones 
descendentes. Para calcular el porcentaje de axones con halos de glicina o GABA, de cada 
animal se fotografiaron 10 secciones alternativas de las primeras 300 micras rostrales al lugar 
de la lesión. 
Para la cuantificación de células doblemente marcadas con neurobiotina y glicina o 
GABA se fotografiaron una de cada tres secciones consecutivas entre las 150 y las 400 micras 
rostrales y caudales al lugar de la lesión en 2 individuos diferentes, procesados dos semanas 
después de la lesión.  
Para la cuantificación de los cambios en los sistemas inhibidores durante la 
regeneración, en los animales control, se fotografiaron diez secciones al nivel de la quinta 
branquia y en los animales lesionados, se fotografiaron 1 de cada 3 secciones de médula 
espinal en las primeras 300 (glicina) o 400 (GABA) µm rostrales y caudales al lugar de la 
lesión. 
Para la cuantificación de los cambios en los sistemas inhibidores durante la 
regeneración las fotografías se realizaron con un aumento 20x y un zoom de 2, sin variar los 
parámetros de ganancia y offset para evitar la introducción de variabilidad experimental. Las 
series de fotografías se procesaron con los softwares LCS Lite y LAS (Leica) para realizar 
una proyección en Z de la serie, generando un archivo tiff de las microfotografías. El 
contraste y el brillo se ajustaron mínimamente con el software Fiji (Image J, NIH, Bethesda, 
Maryland, USA). Las figuras se hicieron usando Adobe Photoshop CS4 (Adobe Systems). 
Los esquemas se realizaron con Corel Suite X5 (Corel, Ottawa, Canada). 
 
Medidas y cuantificaciones  
El número de células teñidas por dos o tres marcadores en los experimentos que 
combinan trazador e inmunohistoquímica se obtuvo a partir de secciones seriadas de cuatro 
larvas en las que el transporte de neurobiotina había sido exitoso, en base al marcaje de las 
neuronas reticuloespinales, y en las que las células glicinérgicas y GABAérgicas estaban bien 
teñidas. Los diámetros transversales de las células se midieron en las microfotografías 
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confocales empleando el software LITE (Leica). Se midieron diez células de cada población. 
Los valores se expresaron como medias del diámetro menor ± desviación estándar (SD). 
En todas las cuantificaciones realizadas para la detección de cambios, el 
experimentador no conocía la identidad de las muestras. 
En el estudio de los cambios agudos en respuesta a la lesión se calculó el porcentaje de 
halos de glicina o GABA a partir de contajes realizados en las larvas procesadas entre 1 y 3 
dpl (n = 20). Se analizaron los fascículos dorsal, lateral y longitudinal medial y los axones de 
las neuronas de Mauthner en 10 secciones alternas de 14 µm en las primeras 300 µm rostrales 
al lugar de la lesión, en cada animal. El porcentaje de halos por fascículo o por axón de 
Mauthner se calculó en base al número total de los axones de los fascículos o de los axones de 
Mauthner (14 axones en el fascículo dorsal, 12 axones en el fascículo lateral, 18 axones en el 
fascículo longitudinal medial y 2 axones de Mauthner). Los porcentajes finales se expresaron 
como media ± el error estándar de la media (SEM) a partir de los datos de los 20 animales.  
Para el estudio de los cambios durante la regeneración se cuantificaron tres tipos de 
neuronas glicinérgicas y tres tipos de neuronas GABAérgicas (dorsales, laterales y células 
CSFc) en una mitad de la médula. Los contajes se realizaron por el investigador a partir de las 
series de fotografías. El número de células en las 300 (glicina) o 400 (GABA) micras se 
estimó a partir del número de células contadas en cada sección y para cada tipo celular y 
animal se calcularon las medias correspondientes a las regiones rostral y caudal.  
El número de prolongaciones (perfiles) que expresan glicina y GABA se cuantificó 
usando el software Fiji, siguiendo el protocolo descrito por Fernández-López y col. (2014a). 
Brevemente, la médula espinal se ha dividido en tres regiones, dorsomedial (DM), 
ventromedial (VM) y lateral (Lat)  y se contaron los perfiles en cada una de ellas en una mitad 
de la médula. Para obtener una imagen más precisa, disminuyendo el fondo e incrementando 
la forma y perfil de las prolongaciones, se estableció un valor umbral. Para ello, antes de 
proceder a la cuantificación, se tomaron 10 imágenes al azar con diferentes densidades de 
perfiles y se seleccionó el valor umbral óptimo. Una vez establecido, el mismo valor umbral 
se aplicó a todas las fotografías.  
El porcentaje de células doblemente marcadas con neurobiotina y glicina o GABA se 
realizó por el inverstigador a partir de las series de fotografías. Únicamente se consideraron 
aquellas que mostraron una colocalización clara en las series de proyecciones ópticas 
obtenidas con el microscopio de barrido confocal.   
 
Análisis estadísticos  
 Los análisis estadísticos se llevaron a cabo con el programa Prism 6 (GraphPad software, 
La Jolla, CA).  
 En el estudio de los cambios agudos después de la lesión se analizó la correlación 
(test de Pearson) entre la presencia de halos de neurotransmisores inhibidores y la capacidad 
de supervivencia de los axones descendentes de cada fascículo [ver Shifman y col., 2008: 
fascículo dorsal (95,7%), fascículo lateral (94,5%), fascículo longitudinal medial (56,7%), y 
axones de Mauthner (29%)].  
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En el estudio de los cambios durante la regeneración se utilizaton los Tests 
Kolmogorov-Smirnov o D’Agostino y Pearson para comprobar la normalidad de los datos. La 
homocedasticidad se determinó mediante el test Brown-Forsythe. Los datos que mostraron 
homocedasticidad y una distribución normal se analizaron mediante ANOVA de una vía, 
seguido del test de comparaciones múltiples post-hoc de Dunnett. Los datos que no mostraron 
una distribución normal se analizaron mediante el test de Kruskal-Wallis y el test de 
comparaciones múltiples post-hoc de Dunn. El nivel de significación se estableció en 0.05. 
Los datos se presentan como media ± error estándar de la media (SEM). En las figuras, los 
diferentes niveles de significación se representan con diferente número de asteriscos. Los 
asteriscos indican diferencias significativas (*: 0,01<valor p <0,05; **: 0.001 <valor p < 0,01; 
***: 0,0001 valor p <0,001; ****: valor p <0,0001). 
 
Terminología 
Para las diferentes poblaciones glicinérgicas y GABAérgicas se utilizó la misma 
terminología empleada en estudios previos de nuestro grupo (glicina: Villar- Cerviño y col., 
2008a, 2009; GABA: Meléndez-Ferro y col., 2003). Para la formación reticular, se adoptó la 
clasificación utilizada generalmente de núcleo reticular rombencefálico anterior (ARRN), 
medial (MRRN) y posterior (PRRN), basada en la distribución de las células grandes 
(Rovainen, 1967; Nieuwenhuys, 1972), aunque Villar-Cerviño y col. (2008a, 2009) dividieron 
la formación reticular en cuatro regiones: ístmica, del trigémino, del octavo y posterior, 
siguiendo la clasificación de Stefanelli (1934), ya que se ajustaba mejor al estudio de las 
poblaciones reticulares glicinérgicas de células pequeñas. La correspondencia entre las 
regiones de Stefanelli y Nieuwenhuys es: la región ístmica incluye la zona rostral del ARRN, 
la del trigémino incluye las células de Müller I3 e I4 y la región rostral del MRRN, la región 
del octavo incluye las células más grandes del MRRN y las células de Mauthner anterior y 
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ARRN       núcleo rombencefálico reticular anterior 
CSF-c                   células licuorcontactantes 
DC                         columna dorsal 
DCN                      núcleo de la columna dorsal 
DN                        núcleo dorsal del área octavolateral dorsal 
DM                        dorsomedial 
Dpl                       días post-lesión 
dV                         raíz descendente del nervio trigémino 
DTh                       tálamo dorsal 
GLY                      glicina 
Hy                         hipotálamo 
Is                           istmo 
IX                          núcleo motor glosofaríngeo 
LAT                      lateral 
LP                          palio lateral 
M                           mesencéfalo 
MN                        núcleo medial del área octavolateral 
MO                        bulbo raquídeo 
MRRN                   núcleo robencefálico reticular medial 
OB                         bulbo olfatorio 
OLA                      área octavolateral 
Pt                           área pretectal 
PRRN               núcleo rombencefálico reticular posterior 
SC                         medulla espinal 
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Spl                        semana post-lesión    
VId                  subnúcleo abducens dorsal (rectus ventral) 
VIIm                      núcleo motor facial 
VIv                        subnúcleo abducens ventral (rectus caudal) 
Vm                        núcleo motor trigeminal 
VM                       ventromedial 
VN                         núcleo ventral del área octavolateral nucleus 




































































  RESULTADOS 
 
Proyecciones Rombencefálicas Inhibidoras Descendentes en larvas de 
Lamprea de mar 
En la primera investigación se ha estudiado por primera vez el origen de las 
proyecciones rombencencefálicas inhibidoras descendentes a la médula espinal en la lamprea 
de mar utilizando métodos de trazado neuronal e inmunofluorescencia. 
 
Consideraciones metodológicas 
En estudios experimentales previos se ha observado una gran variabilidad en el 
número de células marcadas en las diferentes poblaciones neuronales que proyectan a la 
médula espinal  (Swain y col., 1993). La variabilidad de los resultados experimentales se debe 
a la captación de trazadores neuronales en la médula espinal sugiriendo que el procedimiento 
experimental no demuestra completamente la población real de las neuronas aferentes. A 
pesar de esto, los resultados de este estudio demuestran claramente la existencia de 
proyecciones reticuloespinales inhibidoras en lampreas y pueden considerarse representativos 
de la organización de este sistema. 
 
Organización general de las proyecciones rombencefálicas inhibidoras descendentes 
 El patrón de expresión de células glicina-inmunoreactivas (-ir) en el cerebro y médula 
espinal de la lamprea observado en nuestras preparaciones coincide con el descrito 
previamente (Villar-Cerviño y col., 2008a, 2009). Asimismo, el patrón de expresión de las 
células GABA-inmunoreactivas (-ir) coincide con el descrito en estudios previos (Meléndez-
Ferro y col., 2003; Robertson y col., 2007). Tras la aplicación del trazador en la médula 
espinal, se observaron neuronas glicina-ir/GABA-negativas que proyectan a la médula espinal 
en tres núcleos rombencefálicos: los núcleos reticulares anterior, medial y posterior y 
neuronas GABA-ir/glicina-negativas con proyección espinal en los núcleos reticulares 
anterior y posterior. También se observaron algunas neuronas glicina-ir/GABA-ir en el núcleo 
reticular posterior pero la mayoría de la neuronas glicina-ir que proyectan a la médula espinal 
no mostraron inmunoreactividad a GABA, del mismo modo, la mayoría de las células 
GABA-ir no mostraron inmunoreactividad a glicina. En la figura 1 se muestra la organización 
de las neuronas inhibidoras de proyección espinal.  
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Núcleo rombencefálico reticular anterior (ARRN)  
El núcleo rombencefálico reticular anterior se extiende desde la región ístmica hasta 
sobrepasar la región localizada a nivel del núcleo motor del nervio trigémino. En esta región 
se localizan cuatro células de Müller (I1-I4) pertenecientes al grupo celular ístmico. Villar- 
Cerviño y col., (2008; 2009) diferencian dos poblaciones glicina-ir en el ARRN. La región 
ístmica, en la región reticular intermedioventral y la región trigeminal, localizada en la zona 
medial de la placa basal caudalmente al istmo y ventromedialmente al núcleo motor del 
nervio trigémino. 
En el núcleo rombencefálico reticular anterior se observaron dos poblaciones de 
neuronas inhibidoras, una formada por células doblemente marcadas con NB y glicina y otra 
formada por células marcadas con NB y GABA. Además hay células marcadas con NB que 
no tienen glicina ni GABA, así como neuronas glicina-ir y GABA-ir que no tienen proyección 
espinal. Las células glicina-ir observadas se localizan en la región caudal del núcleo 
rombencefálico reticular anterior a nivel del núcleo motor del trigémino. Por su posición este 
grupo de neuronas pertenece a la población glicina-ir reticular trigeminal previamente descrita 
por Villar-Cerviño y col. (2008; 2009). Estas neuronas (8.25 ± 0.48 μm de diámetro menor; 
ver tabla 1), poseen un pericarion fusiforme y dendritas que se extienden lateralmente (Fig. 
8A). En esta región el número de células glicina-ir con proyección espinal observado fue bajo.  
En el ARRN también se observaron escasas células GABA-ir con proyección 
descendente. Las células observadas pertenecen a la población GABA-ir localizada a nivel 
ístmico descrita previamente por Meléndez-Ferro y col. (2003) y Robertson y col. (2007) en 
el ARRN. Estas células (8.75 ± 0.81 de diámetro menor; ver tabla 1) presentan soma 
redondeado (Fig. 8B). En todos los ejemplares estudiados el número de células glicina-ir fue 
mayor que el de células GABA-ir.  
 
Núcleo rombencefálico reticular medial (MRRN) 
El núcleo reticular medial se localiza a nivel de los núcleos motores de los nervios 
facial y octavolateral y caudalmente al núcleo motor trigeminal. Está formado por un gran 
número de neuronas reticulares entre las que se encuentra la célula de Mauthner, localizada 
lateralmente y cinco células de Müller (B1-B5). Además, en esta región pueden observarse 
células más pequeñas con proyección espinal así como numerosas células que no proyectan a 
la médula. 
A nivel del MRRN se observaron células doblemente marcadas con NB y glicina. Sin 
embargo, no se encontraron células GABA-ir con proyección espinal en las muestras 
analizadas. En este núcleo, las células reticuloespinales de mayor tamaño (células de 
Mauthner y de Müller) son glicina-negativas/GABA-negativas, pero hay algunas células 
glicina-ir/GABA-negativas de proyección descendente con soma redondo (Fig. 8C) (9.58 ± 
2.09 μm de diámetro menor; ver tabla 1). Estas células son de mayor tamaño que las células 
glicina-ir que no proyectan a la médula espinal y pertenecen a la población glicina-ir descrita 
anteriormente por Villar-Cerviño y col. (2008, 2009) en el MRRN ventralmente al núcleo 
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Núcleo rombencefálico reticular posterior (PRRN) 
La formación rombencefálica reticular posterior de las larvas de lamprea de mar se 
encuentra a nivel de la placa basal a nivel del núcleo motor de los nervios glosofaríngeo y 
vago. En esta región se pueden observar neuronas densamente empaquetadas que se extienden 
caudalmente hasta el óbex, esto es, hasta la zona de transición rombencéfalo-médula espinal. 
Esta región consta de una parte lateral y otra medial. En la parte medial se localizan células 
reticulares grandes pero también una población constituida por numerosas células de tamaño 
medio y pequeño. Las células de pequeño tamaño son más abundantes que las de tamaño 
mediano. En la parte lateral de este núcleo reticular también pueden observarse algunas 
células de diferente tamaño: pequeñas, medianas y en menor medida grandes. Al igual que en 
la formación rombencefálica reticular medial, las células de mayor tamaño son glicina-
negativas/GABA-negativas. 
En el núcleo reticular rombencefálico posterior las células inhibidoras se sitúan 
medialmente, es decir en las capas periventriculares. En todos los ejemplares estudiados su 
número fue mayor que el de las situadas en los núcleos reticulares más rostrales, pero como 
en ellos aparecen mezcladas con otras células de proyección espinal. Las células inhibidoras 
presentan una morfología variable pudiéndose encontrar células redondas, fusiformes o 
multipolares. En esta región rombencefálica atendiendo a su inmunorectividad se pudieron 
diferenciar tres poblaciones inhibidoras con proyección espinal diferentes: neuronas glicina-
ir/GABA negativas (8.91 ± 3.29 μm de diámetro menor; ver tabla 1), neuronas GABA-
ir/glicina negativas (7.19 ± 1.05 μm de diámetro menor; ver tabla 1) y neuronas glicina-
ir/GABA-ir (10.82 ± 2.72 μm de diámetro menor; ver tabla 1). Las células glicina-ir son más 
abundante que las GABA-ir y las glicina-ir/GABA-ir. Además hay neuronas glicinérgicas y 
GABAérgicas que no están marcadas con NB. 
Las células glicina-ir pertenecen a la población descrita por Villar-Cerviño y col. 
(2009) en larvas de lamprea de mar, localizada en el PRRN medial a nivel ventral a los 
núcleos motores de los nervios  glosofaríngeo-vago (Fig. 6A, 3B). La población GABA-ir 
pertenece a la observada en estudios anteriores por Meléndez-Ferro y col. (2003) y Robertson 
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Tabla 1. Tamaño medio de las células inhibidoras descendentes de los núcleos reticulares 












Células descendentes glicina-ir 8.25 ± 1.48 
Células descendentes GABA-ir 8.75 ± 0.81 
  
MRRN  
Células descendentes glicina-ir 9.58 ± 2.09 
  
PRRN  
Células descendentes glicine-ir 8.91 ± 3.29 
Células descendentes GABA-ir 7.19 ± 1.05 
Células descendentes glicina-ir/GABA-ir 10.82 ± 2.72 
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Figura 1. Representación esquemática de secciones transversales del rombencéfalo de una 
larva de lamprea de mar en la que se muestra la distribución de las células descendentes 
glicina-ir y /o GABA-ir (derecha) y las principales estructuras cerebrales (izquierda). A-C: 
Rombencéfalo. El nivel de las secciones se indica arriba a la derecha. La correspondencia con 
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Figura 2. Microfotografías confocales de secciones del rombencéfalo de la lamprea de mar de 
ejemplares a los que se aplicó NB (canal verde) en la médula espinal rostral e 
inmunohistoquímica para glicina (canal rojo) y GABA (canal azul). Las flechas indican las 
células con marcaje doble. La región dorsal se localiza arriba. (A–A’’) Microfotografías de 
una sección transversal del rombencéfalo a nivel del núcleo rombencefálico reticular anterior 
(ARRN) en las que se muestran células glicina-ir también marcadas con el trazador NB. (B–
B’’) Microfotografías de una sección transversal del rombencéfalo a nivel del núcleo 
rombencefálico reticular anterior (ARRN) en las que se muestran células GABA-ir también 
marcadas con NB.  (C-C’’) Microfotografías de una sección transversal del rombencéfalo a 
nivel del núcleo rombencefálico reticular medial (MRRN) en las que se muestran células 
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Figura 3. Microfotografías confocales de la combinación de los experimentos de trazado 
neuronal e inmunohistoquímica para glicina y GABA de secciones transversales del 
rombencéfalo a nivel del núcleo rombencefálico reticular posterior (PRRN). Código de 
colores como en la figura 2. Obsérvense células con marcaje doble, glicina y NB (flechas; A-
A’’, B- B’’); GABA y NB (flechas; C- C’’); y neuronas con marcaje triple de glicina, GABA 
y NB (cabezas de flecha; A–A’’’). Barras de calibrado: 75 μm in (A–A’’’) and 50 μm en (B–
B’’, C-C’’). 
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Cambios en los sistemas de neurotransmisores inhibidores en respuesta a 
una lesión medular en lamprea de mar. 
 
En larvas control de lamprea de mar, aquellas que no han sido lesionadas, a nivel de la 
quinta branquia la médula espinal es aplanada y el perfil del canal central es redondeado y 
regular. A partir de 4 dpl, se observan cambios morfológicos en el canal central. Así, en  las 
primeras 400 - 600 µm rostrales y caudales al lugar de la lesión de los ejemplares lesionados, 
el canal central aumenta de tamaño y adquiere un perfil irregular, lo que concuerda con las 
descripciones realizadas en estudios previos (Selzer, 1978). 
La expresión de GABA y glicina en las células de la médula espinal de la lamprea de 
mar se ha descrito con anterioridad [GABA (Batueva y col., 1990; Brodin y col., 1990; 
Meléndez-Ferro y col., 2003; Ruiz y col., 2004; Robertson y col., 2007), glicina (Gustafsson y 
col., 20002; Shupliakov y col., 1996; Villar-Cerviño y col., 2008b) y se puede observar en la 
Fig. 7. Brevemente, en las larvas de lamprea de mar control se han observado células 
glicinérgicas (Fig. 7A) y GABAérgicas (Fig. 7B) en las poblaciones lateral (Fig. 7C, G) y 
dorsal (Fig. 7D, G) de la sustancia gris y en células que contactan con el líquido 
cerebroespinal (CSFc) (Fig. 7E, F). Las células del borde ventrales son también glicinérgicas. 
De acuerdo con lo descrito anteriormente, se ha observado colocalización de glicina y GABA 
(Villar-Cerviño y col., 2008b) en algunas células de estas poblaciones (datos no mostrados).  
La figura 5 muestra la colocalización de los neurotransmisores aminoacidérgicos 
inhibidores con Hu (marcador neuronal) (Fig. 8A-B’’) y la ausencia de colocalización de 
estos neurotransmisores con citoqueratinas (marcador de astrocitos en lamprea) (Fig. 8C-D’’) 
en los animales control. Esto indica que los astrocitos en animales control probablemente 
presentan niveles muy bajos de estos neurotransmisores, lo que no permite su observación con 
anticuerpos. 
La lesión de la médula espinal produce un claro descenso en la expresión de glicina y 
GABA en las neuronas y su acumulación en los astrocitos de las regiones adyacentes a la de 
la lesión. La inmunorreactividad a GABA y glicina se mantiene progresivamente en neuronas 
cada vez más distales a la región de la lesión. Los cambios observados durante la primera 
semana tras la sección completa de la médula espinal se muestran en las Figuras 6, 7, 8 y 9. 
 
Respuesta neuronal y astrocítica inmediatamente después de la lesión 
A 0 dpl (inmediatamente después de la lesión), en las primeras 300 µm rostrales y 
caudales a la lesión, las neuronas y las prolongaciones neuronales no muestran 
inmunorreactividad a glicina, mientras que sí se observa en los astrocitos una 
inmunorreactividad intensa (Fig. 6A-A’’). Después de estas 300 µm, se mantiene la 
inmunorreactividad a glicina en las neuronas y en las prolongaciones neuronales. Entre 300-
350 µm desde el lugar de la lesión, se observa inmunorreactividad a glicina tanto en neuronas 
como en astrocitos, en la misma sección espinal (Fig. 6C-C’’). Las poblaciones glicinérgicas 
de la sustancia gris (dorsomedial, lateral y CSFc) y de la sustancia blanca (células del borde 
ventrales) se observan claramente a partir de 350 µm desde el lugar de la lesión. 
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A 0 dpl, en las primeras 400 µm rostrales y caudales al lugar de la lesión la mayoría de 
las poblaciones y prolongaciones neuronales no muestran inmunorreactividad a GABA, pero 
sí la muestran los astrocitos (Fig. 6B-B’’). Además, se ha observado colocalización de GABA 
y glicina en los astrocitos. El único tipo neuronal que mantiene la inmunorreactividad a 
GABA en las regiones rostral y caudal adyacentes a la lesión son las células CSFc. Sus 
prolongaciones apicales aparecen aplanadas y son fuertemente inmunorreactivas en estas 
primeras micras desde el lugar de la lesión. Además, parecen estar revistiendo el canal central 
(Fig. 7A). El neuropilo marginal, que está formado por las prolongaciones de las células 
CSFc, también continúa siendo inmunorreactivo a GABA tras la lesión (Fig. 7B). Es 
necesario destacar que, a diferencia de lo que ocurre con las células CSFc GABAérgicas, las 
células CSFc glicinérgicas pierden su inmunorreactividad tras la lesión. Más allá de las 400 
µm desde el lugar de la lesión, otros cuerpos neuronales y prolongaciones (además de las 
células CSFc) mantienen la inmunorreactividad a GABA. Entre las 400 y las 450 µm desde el 
lugar de la lesión, se observan astrocitos y neuronas inmunorreactivos a GABA en la misma 
sección de médula espinal (Fig. 7C-C’’). Entre 400 y 600 µm desde el lugar de la lesión, la 
inmunorreactividad a GABA en las prolongaciones y las poblaciones celulares dorsal y lateral 
de la sustancia gris es ligeramente inferior a la de las muestras control. A partir de 600 µm 
desde el lugar de la lesión, el patrón de inmunorreactividad es similar al observado en las 
larvas control, en las que todas las poblaciones celulares GABAérgicas son inmunorreactivas 
a GABA. 
 
Respuesta neuronal y astrocítica durante la primera semana después de la lesión 
Se observa inmunorreactividad a glicina en los astrocitos hasta 1 dpl (Fig. 7D-D’’). 
Sin embargo, en las larvas procesadas entre 2 y 7 dpl, los astrocitos no muestran 
inmunorreactividad a glicina. En las primeras 300 µm desde el lugar de la lesión, entre 1 y 3 
dpl, parece que la glicina se acumula progresivamente formando halos alrededor de los 
axones descendentes del fascículo dorsal (8.8 % de axones con halos), lateral (10.1% de 
axones con halos) y, ocasionalmente, alrededor de uno de los axones gigantes que forman 
parte del fascículo longitudinal medial (3.8 % de los axones con halos) o alrededor del axón 
de Mauthner (7.7 % de los axones de Mauthner con halos) (Fig. 8A, B, 9A). Estos halos no 
muestran inmunorreactividad a citoqueratinas. La presencia de halos de glicina no se 
correlaciona significativamente con la capacidad de supervivencia de las neuronas que dan 
origen a los axones a los que rodean (Fig. 9C). A partir de las 300 µm desde el lugar de la 
lesión en larvas procesadas entre 1 y 4 dpl se observa un patrón de inmunorreactividad a 
glicina similar al de las larvas control. Este patrón se observa ya a partir de las 80 µm desde el 
lugar de la lesión en las larvas procesadas 7 dpl. 
Con la excepción de las células CSFc, que son inmunorreactivas a GABA, entre 1 y 4 
dpl, ninguna otra neurona presenta inmunorreactividad a GABA en las primeras 100 a 150 
µm desde el lugar de la lesión. 1 dpl se observa inmunorreactividad a GABA en las 
prolongaciones de los astrocitos situadas en las primeras 80 µm desde el lugar de la lesión. De 
2 a 7 dpl, no se observa inmunorreactividad a GABA en los astrocitos. Al igual que para la 
glicina, se encuentran halos inmunorreactivos a GABA y negativos a citoqueratinas alrededor 
de los axones descendentes (5.2 % de los axones del fascículo dorsal, 3.2 % de los axones del 
fascículo lateral, 0.8 % de los axones gigantes del fascículo longitudinal medial y 0% de los 
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presencia de halos inmunorreactivas a GABA alrededor de los axones reticuloespinales y la 
capacidad de supervivencia de las neuronas de origen de dichos axones, determinada por 
Shifman y col. (2008) (Coeficiente de correlación de Pearson, r= 0.92, P<0.05; Fig. 9C). A los 
7 dpl, el patrón de expresión de GABA es similar al de las larvas control desde las primeras 
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Figura 4. Microfotografias de secciones transversales de la médula espinal de lamprea de mar 
mostrando inmunorreactividad a GABA y glicina (GLY) en animales control. A: 
inmunorreactividad a glicina. B: inmunorreactividad a GABA. C-E: Detalles de neuronas 
glicinérgicas. F-G: Detalles de neuronas GABAérgicas. En todas las figuras la región dorsal 
está hacia arriba. Células de la población dorsal (punta de flecha); células de la población 
lateral (flechas rellenas); células que contactan con el líquido cerebroespinal (CSFc) (flechas 
delineadas). En las figuras C, D y G la región lateral está a la izquierda. Barras de calibrado = 
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Figura 5.- A-A’’, B-B’’ Microfotografías que muestran detalles de neuronas (cabezas de 
flechas) doblemente inmunorreactivas a glicina (GLY) (A- A’) o GABA (B- B’) y Hu A,A’’, 
B,B’’. Las flechas señalan neuronas sólo inmunorreactivas a Hu. C-C’’, D-D’’ 
Microfotografías mostando neuronas inmunorreactivas a glicina (flechas, C-C’) o GABA 
(flechas, D-D’) y astrocitos inmunorreactivos a citoqueratinas (CK) (puntas de flecha, C,C’’, 
D,D’’). En todas las figuras dorsal es arriba y lateral a la derecha. Barras de calibrado: 25 µm 
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Figura 6.- Microfotografías de secciones transversales de la médula espinal que muestran 
detalles de astrocitos (puntas de flecha) doblemente marcados para glicina (GLY) y 
citoqueratinas (CK) A-A’, C-C’’ y para GABA y citoqueratinas B, B’’ en larvas procesadas 
inmediatamente después de la lesión. Las flechas en C-C’’ señalan neuronas glicinérgicas. En 
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Figura 7.-  Microfotografías de secciones transversales de la médula espinal mostrando 
detalles de inmunorreactividad a GABA y astrocitos (puntas de flecha) doblemente marcados 
para glicina (GLY) o GABA y citoqueratinas (CK). A: Células CSF-c GABAérgicas. Las 
puntas de flecha señalan a los procesos apicales aplanados. La estrella indica el canal central. 
B: Inmunorreactividad a GABA en el neuropilo marginal (punta de flecha). El asterisco indica 
el axón de Mauthner. C-C’’: Astrocitos y neuronas (flechas) GABAérgicas D-D’’: Astrocitos 
que expresan inmunorreactividad a glicina. Todas las microfotografías son de larvas 
procesadas inmediatamente después de la lesión excepto D-D’’ que pertenece a un ejemplar 
procesado 1 día después de la lesión. En todas las figuras dorsal está arriba y lateral a la 
derecha, excepto en D-D’’, en la que lateral está a la izquierda. Barras de calibrado: 20 µm 
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Figura 8.- Microfotografías de secciones transversales de la médula espinal mostrando 
detalles de inmunorreactividad a glicina (GLY) y a GABA en larvas procesadas de 1 a 3 días 
después de la lesión. A, B: Halos inmunorreactivos a glicina (puntas de flecha) rodeando 
axones de los funículos dorsal (A) y lateral (B). C: Halo inmunorreactivo a GABA rodeando 
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Figura 9. Porcentajes de los “halos” de neurotransmisores inhibidores alrededor de los 
fascículos dorsal (DF), lateral (LF), longitudinal medial (LMF) y los axones de Mauthner 
(MTH) de la médula espinal. A: Porcentaje de “halos” inmunorreactivos a glicina. B: 
Porcentaje de “halos” inmunorreactivos a GABA. C: Para cada uno de los fascículos, los 
porcentajes de “halos” inmunorreactivos a glicina (círculos azules) y a GABA (cuadrados 
morados) los “halos” se representaron frente a los porcentajes de supervivencia de las 
neuronas reticuloespinales (RS) cuyos axones cursan en esos fascículos, previamente 
descritos por Shifman y col., (2008). La línea representa la recta de regresión más ajustada (r² 
= 0.29 en los “halos” de inmunorreactivos a glicina; r² = 0.85 en los “halos” inmunorreactivos 
a GABA. El asterisco indica que existe una correlación significativa (P<0.05). D: Esquema de 
la médula espinal que muestra los diferentes fascículos y los axones de Mauthner. Barra de 
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Cambios en los sistemas de neurotransmisores inhibidores en la médula 
espinal de la lamprea de mar durante la regeneración  
Inmunorreactividad de Glicina y GABA en la médula espinal 
En este estudio, se describen los cambios en la inmunorreactividad de glicina y GABA 
durante la regeneración de la médula espinal de la lamprea de mar tras la sección completa de 
la médula espinal. 
Como vimos en el apartado anterior, en las larvas de lamprea de mar, la mayoría de los 
cuerpos celulares glicinércicos se distribuyen a lo largo de los márgenes dorsomedial y lateral 
de la sustancia gris, aunque también pueden observarse células glicinérgicas débilmente 
teñidas en la pared del canal central (Fig. 4 A, C-E). Además, hay escasas células en la 
sustancia blanca medular: algunas células del borde, unas pocas células intersticiales 
localizadas en la sustancia blanca ventromedial cerca de los axones reticuloespinales gigantes 
y, ocasionalmente, pueden encontrarse células que muestran inmunorreactividad a glicina en 
la columna dorsal.  
Las células GABAérgicas en la médula de las larvas de lamprea de mar se localizan en 
la mayoría de regiones que también contienen células glicinérgicas: en las regiones 
dorsomedial y lateral de la sustancia gris y alrededor de las paredes del canal central, donde 
son más abundantes y están teñidas más intensamente que las células glicinérgicas (Fig. 4B, 
F, G). También se pueden observar ocasionalmente células inmunorreactivas a GABA en la 
sustancia blanca. 
En la médula espinal, la mayoría de las fibras glicinérgicas discurren en las columnas 
dorsolateral y ventral de la sustancia blanca, mientras que la columna dorsal contiene escasas 
fibras glicinérgicas (Fig. 4A, 10A). Del mismo modo, las fibras GABAérgicas en la médula 
espinal son bastante numerosas en la sustancia blanca, excepto en la columna dorsal. La 
mayor densidad de fibras GABAérgicas se observa en la región adyacente a la columna dorsal 
(Fig. 4B, 10B). La distribución de las células y fibras inhibidoras aquí descrita concuerda con 
los resultados de Villar-Cerviño y col., (2008). 
 
Cambios cuantitativos en las células glicinérgicas y GABAérgicas durante la regeneración 
de la médula espinal 
Como se ha explicado en la sección material y métodos, y debido al bajo número de 
neuronas inhibidoras en la sustancia blanca, se cuantificaron tres poblaciones de células 
glicinérgicas y GABAérgicas localizadas en la sustancia gris: dorsomedial (DM), lateral 
(LAT) y células que contactan con el líquido cerebroespinal (CSF-c). Se han analizado los 
cambios en el número de células glicinérgicas y GABAérgicas rostral y caudalmente al lugar 
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de la lesión en larvas control (no lesionadas) y en larvas lesionadas a diferentes tiempos de 
regeneración: 0 dpl, 2, 4, 10 y 24 spl. La distribución de las diferentes poblaciones celulares 
es muy similar a la que se observa en los animales no lesionados.  
En las Figuras 11 y 12 se muestran los cambios en la inmunorreactividad a glicina y en 
el número de células glicinérgicas de las poblaciones de la sustancia gris, respectivamente, en 
la médula espinal de ejemplares control y de ejemplares procesados a diferentes tiempos tras 
la lesión. En la región rostral al lugar de la lesión, a 0 dpl se observa una reducción 
significativa del 86.2% en el número de neuronas glicina-inmunorreactivas (-ir) de la 
población dorsal, con respecto a los animales control. A las 2 y 4 spl, existe un aumento 
significativo del 50.3 y 57.3%, respectivamente, en el número de neuronas glicina-ir de esta 
población con respecto a las larvas no lesionadas, recuperándose valores similares a los 
controles a las 10 y 24 spl. La disminución en el número de neuronas glicinérgicas que se 
observa entre 2 y 4 spl y 10 y 24 spl, es también significativa (Fig. 11 A-D, 12 A). 
Caudalmente al lugar de la lesión, a 0 dpl se observa una disminución significativa en el 
número de células glicinérgicas de la población dorsal del 91.9%. A partir de las 2 spl, el 
número de células recupera niveles similares a los animales control y se mantienen así durante 
el proceso regenerativo (Fig. 11 A, E-G, 12 B).  
En la población de neuronas glicinérgicas laterales, se observa una reducción 
significativa del número de células a 0 dpl, tanto rostral como caudalmente a la lesión, del 
83.4 % y 90.6%, respectivamente, con respecto a las larvas control. Los niveles se recuperan a 
partir de 2 spl y se mantienen así en todos los tiempos estudiados tras la lesión (Fig. 11, 12 C, 
D).  
La misma tendencia se observa en la población de células glicinérgicas CSFc. La 
reducción en el número de neuronas glicinérgicas a 0 dpl es del 86% a nivel rostral y del 
98.2% a nivel caudal, con respecto a los animales no lesionados. En ambos casos se recupera 
el número de células a las 2 spl y continúa sin haber diferencias significativas durante el resto 
del proceso de regeneración, con respecto a los animales control (Fig. 11, 12 E, F).  
En las Figuras 13 y 14 se muestran los cambios en la inmunorreactividad a GABA y 
en el número de células GABAérgicas de las poblaciones de la sustancia gris, 
respectivamente, en la médula espinal de ejemplares control y de ejemplares procesados a 
diferentes tiempos tras la lesión. En relación con los cambios en el número de células de las 
poblaciones celulares GABAérgicas, todas ellas, tanto rostral como caudalmente al lugar de la 
lesión, siguen el mismo patrón de recuperación. En todos los casos se observa una 
disminución significativa en el número de células GABAérgicas a 0 dpl, con respecto a los 
animales control, seguida de una recuperación a las 2 spl de los niveles encontrados en 
animales no lesionados, que se mantiene a las 10 y 24 spl. Así, en la población de neuronas 
GABAérgicas dorsales, la reducción a 0 dpl es del 87.3% a nivel rostral y de 82.1% a nivel 
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En la población lateral, se observa una disminución significativa a 0 dpl del 78.8% y 
76.5%, rostral y caudalmente al lugar de la lesión, respectivamente (Fig. 13, 14C, D).  
La población de neuronas GABAérgicas CSFc sufre una reducción de su número a 0 
dpl del 76.8% a nivel rostral y del 73.2% a nivel caudal (Fig. 13, 14E, F). 
 
Cambios cuantitativos en las fibras glicinérgicas y GABAérgicas durante la regeneración 
de la médula espinal 
La variación en el número de fibras (perfiles) glicinérgicos y GABAérgicos se ha estudiado 
rostral y caudalmente a la lesión en los individuos control (no lesionados) y en larvas 
lesionadas a diferentes tiempos de recuperación: 0 dpl, 2, 4, 10 y 24 spl (Fig.15, 17). Para 
ello, la sustancia blanca de la médula espinal se ha dividido en tres regiones: DM, VM y LAT 
(Fig.10).  
En relación al número de perfiles glicinérgicos, en las tres áreas estudiadas, tanto rostral como 
caudalmente a la lesión, se observa una reducción significativa en el número de perfiles 
glicinérgicos a 0 dpl, con respecto a los animales control. A las 2 spl, el número de perfiles 
glicinérgicos vuelve a valores similares a los observados en las larvas control, no 
encontrándose diferencias significativas entre las larvas no lesionadas y los animales 
procesados a 2, 4, 10 y 24 spl.  
En la región DM, la disminución en el número de perfiles glicinérgicos a 0 dpl es del 37.8% a 
nivel rostral y del 41.5% a nivel caudal (Fig. 16 A, B). En la región VM, esta reducción en las 
áreas rostral y caudal es de un 45% y 46.9%, respectivamente (Fig. 16 E, F). Finalmente, en la 
región LAT, se observa una disminución en el número de perfiles glicinérgicos a 0 dpl del 
48.1% y del 58.6%, rostral y caudalmente al lugar de la lesión, respectivamente (Fig. 16 C, 
D).  
El mismo patrón se observa en cuanto a los cambios en el número de perfiles GABAérgicos. 
Así, en la región DM, se produce una disminución significativa en el número de perfiles 
GABAérgicos del 92.9% a nivel rostral y del 95.1% a nivel caudal, a 0 dpl, con respecto a los 
animales control (Fig. 18 A, B). En la región VM, se observa una reducción significativa del 
89.7% y del 92% a nivel rostral y caudal, respectivamente, del número de perfiles 
GABAérgicos a 0 dpl, con respecto a las larvas no lesionadas (Fig. 18 E, F). Finalmente, en la 
región LAT, se ha visto una disminución significativa en el número de perfiles GABAérgicos 
a 0 dpl del 86.1% y del 88%, rostral y caudalmente al lugar de la lesión, respectivamente (Fig. 
18 C, D). En todas las regiones y tanto rostral como caudalmente al lugar de la lesión, el 
número de perfiles GABAérgicos recupera niveles similares a los animales no lesionados a 2 
spl y se mantienen así a lo largo de todo el proceso regenerativo (Fig. 18). 
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Células doblemente marcadas con glicina o GABA y trazador en la zona adyacente a la 
lesión una y dos semanas después de la misma. 
Para conocer el tipo y la proporción de neuronas espinales de proyección ascendente o 
descendente, se ha aplicado el trazador neurobiotina a ambos lados de los bordes generados en 
la médula espinal tras una sección medular completa. Las larvas se han procesado dos 
semanas después de la lesión, combinando la detección del trazador con la detección 
inmunohistoquímica de los neurotransmisores GABA y glicina. En la región comprendida 
entre las primeras 150-400 µm desde el lugar de la lesión, se han analizado las células 
doblemente marcadas con trazador y glicina o GABA (Figs. 19, 20). En estas larvas, el 1,5% 
de las células glicinérgicas laterales de la zona rostral a la lesión y el 3% de las mismas en la 
zona caudal presentan doble marcaje. El análisis de las células doblemente marcadas con 
GABA y neurobiotina muestra que, en la región rostral, el 0,35% de las células dorsalesy el 
1,5% de las células laterales son dobles mientras que en la región caudal, muestran doble 
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Figura 10.- Inmunorreactividad a glicina (A) y a GABA (B) en la médula espinal a nivel de 
la 5º branquia en una lamprea de mar control no lesionada. Microfotografías confocales de 
una sección transversal de la médula espinal mostrando las 3 regiones en las cuales se dividió 
la sustancia blanca para cuantificar el número de fibras inmunorreactivas a glicina y a GABA. 
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Figura 11.- Microfotografías de secciones transversales mostrando inmunoreactividad a 
glicina. A: células glicinérgicas en una larva control. B-D: células glicinérgicas de la región 
rostral a la lesión en larvas procesadas a distintos tiempos después de la lesión: 0 dpl (B). 2 
spl (C). 10 spl (D). E-G: células glicinérgicas de la región caudal a la lesión en larvas 
procesadas a distintos tiempos después de la lesión: 0 dpl (E). 2 spl (F). 10 spl (G). La estrella 
señala el canal central. Barra de calibrado = 75µm 
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Figura 12.- Gráficos mostrando el número de células inmunorreactivas a glicina por sección 
en las regiones rostrales y caudales adyacentes al lugar de la lesión. A, B: Número de células 
dorsales inmunorreactivas a glicina en las regiones rostral (A) y caudal (B). C, D: Número de 
células laterales inmunorreactivas a glicina en las regiones rostral (C) y caudal (D). E, F: 
Número de células CSFc inmunorreactivas a glicina en las regiones rostral (E) y caudal (F). p 
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Figura 13.- Microfotografías de secciones transversales mostrando la inmunoreactividad a 
GABA. A: células GABAérgicas en una larva control. B-D: células GABAérgicas de la 
región rostral a la lesión en larvas procesadas a distintos tiempos después de la lesión: 0 dpl  
(B); 2 spl (C); 10 spl (D). E-G: células GABAérgicas de la región caudal a la lesión en larvas 
procesadas a distintos tiempos después de la lesión: 0 dpl (E); 2 spl (F); 10 spl (G). La estrella 
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FIGURA 13  
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Figura 14.- Gráficos mostrando el número de células inmunorreactivas a GABA por sección 
en las regiones rostrales y caudales adyacentes al lugar de la lesión. A, B: Número de células 
dorsales inmunorreactivas a GABA en las regiones rostral (A) y caudal (B). C, D: Número de 
células laterales inmunorreactivas a GABA en las regiones rostral (C) y caudal (D). E, F: 
Número de células CSFc inmunorreactivas a GABA en las regiones rostral (E) y caudal (F). p 
< 0.0001.*: 0.01 - 0.05; **: 0.01 - 0.001; ***: 0.001 - 0.0001; **** < 0.0001. 
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FIGURA 14  
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Figura 15.- Microfotografías de secciones transversales mostrando la inmunoreactividad a 
glicina. A: Fibras glicinérgicas en una larva control. B-F: fibras glicinérgicas de la región 
rostral a la lesión en larvas procesadas a distintos tiempos después de la lesión: 0 dpl (B). 2 
spl (C). 4 spl (D). 10 spl (E). 24 spl (F). G-H: fibras glicinérgicas de la región caudal a la 
lesión en larvas procesadas a distintos tiempos después de la lesión: 0 dpl (G). 2 spl (H). 4 spl 
(I). 10 spl (J). 24 spl (K). Barra de calibrado = 75µm. 
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Figura 16.- Gráficos mostrando el número de perfiles inmunorreactivos a glicina por sección 
en las regiones rostrales y caudales adyacentes al lugar de la lesión. A, B: Número de perfiles 
inmunorreactivos a glicina en las regiones dorsomedial rostral (A) y caudal (B). C, D: 
Número de perfiles inmunorreactivos a glicina en las regiones lateral rostral (C) y caudal (D). 
E, F: Número de perfiles inmunorreactivos a glicina en las regiones ventromedial rostral (E) y 
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Figura 17.- Microfotografías de secciones transversales mostrando la inmunoreactividad a 
GABA. A: fibras GABAérgicas en una larva control. B-F: fibras GABAérgicas de la región 
rostral a la lesión en larvas procesadas a distintos tiempos después de la lesión: 0 dpl  (B). 2 
spl (C). 4 spl (D). 10 spl (E). 24 spl (F). G-H: fibras GABAérgicas de la región caudal a la 
lesión en larvas procesadas a distintos tiempos después de la lesión: 0 dpl (G). 2 spl (H). 4 spl 
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Figura 18.- Gráficos mostrando el número de perfiles inmunorreactivos a GABA por sección 
en las regiones rostrales y caudales adyacentes al lugar de la lesión. A, B: Número de perfiles 
inmunorreactivos a GABA en las regiones dorsomedial rostral (A) y caudal (B). C, D: 
Número de perfiles inmunorreactivos a GABA en las regiones lateral rostral (C) y caudal (D). 
E, F: Número de perfiles inmunorreactivos a GABA en las regiones ventromedial rostral (E) y 













Silvia M. Valle Maroto 
 
 Página 100 
 
Figura 19.- Recuperación de la inmunorreactividad a glicina en células glicinérgicas 
axotomizadas. A-B’’: Microfotografías de secciones transversales de la médula espinal de 
larvas a 2 spl mostrando células con doble marcaje para glicina y Neurobiotina (NB). A-A’: 
Célula lateral rostral. B-B’’: Célula lateral caudal. Los asteriscos señalan glóbulos rojos. 
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Figura 20.- Recuperación de la inmunorreactividad a GABA en células GABAérgicas 
axotomizadas. A-D’’: Microfotografías de secciones transversales de la médula espinal de 
larvas 2 spl mostrando células con doble marcaje para GABA y Neurobiotina (NB). A-A’’: 
Célula dorsal rostral. B-B’’: Célula lateral rostral. C-C’’: Células CSFc caudales a la lesión. 
























































Proyecciones Rombencefálicas Inhibidoras Descendentes en larvas de 
Lamprea de mar 
 
Células reticuloespinales rombencefálicas inhibidoras 
El objetivo de este estudio fue revelar los patrones de expresión de las células 
reticulares rombencefálicas inhibidoras que proyectan a la médula espinal. A partir de 
registros de pares de neuronas reticuloespinales y neuronas espinales, Wannier y col. (1995) 
demostraron que neuronas en el MRRN y el PRRN inhiben sus neuronas diana ejerciendo su 
acción sobre receptores de glicina. Ellos también demostraron que los IPSPs obtenidos desde 
una sola neurona reticuloespinal o por estimulación eléctrica de la formación reticular se 
suprimían con la administración de estricnina, sugiriendo que la glicina es el neurotransmisor 
utilizado por estas neuronas reticuloespinales (Wannier y col., 1995). Este estudio revela la 
existencia de tres núcleos glicinérgicos cerebrales localizados en el ARRN, MRRN y PRRN 
que proyectan a la médula espinal en las larvas de lamprea de mar, confirmando de este modo 
la existencia de neuronas reticuloespinales inhibidoras glicinérgicas en el MRRN y PRRN y 
demostrando por primera vez la presencia de neuronas reticuloespinales glicinérgicas en el 
ARRN. Wannier y col. (1995) indicaron que la velocidad de conducción de los axones 
inhibidores reticuloespinales registrada en el MRRN corresponde a la velocidad de 
conducción de células reticuloespinales grandes e intermedias. Aunque el tamaño de las 
células reticuloespinales glicina-ir en el MRRN de las larvas estudiadas no es grande, son las 
células glicina-ir de mayor tamaño en este núcleo y serán considerablemente mayores en 
adultos, como describió Villar-Cerviño y col. (2008a). Las células reticuloespinales en el 
PRRN mostraron una velocidad de conducción más baja (Wannier y col., 1995). Mientras que 
en larvas premetamórficas no existen grandes diferencias de tamaño entre las células 
glicinérgicas del MRRN y las del PRRN, en adultos estas diferencias son considerables, como 
demuestran los resultados de Villar-Cerviño y col. (2008a), lo que puede explicar las 
diferencias en la velocidad de conducción encontradas en el estudio electrofisiológico. 
Nuestros resultados muestran que, además de las células glicina-ir, existen células 
GABA-ir en el ARRN y PRRN con proyección espinal. Estas células no se detectaron 
previamente en estudios electrofisiológicos, quizás porque en el PRRN, única región que ha 
sido investigada, las células GABAérgicas son más pequeñas que las células glicinérgicas, lo 
que dificulta la implantación de electrodos.  
El PRRN también contiene células que muestran inmunoreactividad a glicina y a 
GABA. Se ha descrito con anterioridad un bajo grado de colocalización de glicina y GABA a 
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nivel reticular rombencefálico (Villar-Cerviño y col., 2008, 2009), pero nuestros resultados no 
detectaron ninguna neurona de proyección espinal en las que colocalicen glicina y GABA ni 
en el ARRN ni en el MRRN. Además, la colocalización de estos neurotransmisores en el 
mismo terminal en la médula espinal de la lamprea de mar  también se ha descrito 
previamente (Shupliakov y col., 1996), siendo alrededor de un tercio dentro de los terminales 
inhibidores en la médula espinal de la lamprea (Veselkin y col., 2000), pero su origen no ha 
sido investigado. Tanto neuronas serotoninérgicas (Barreiro-Iglesias y col., 2008a) como 
GABAérgicas (resultados actuales) del ARRN proyectan a la médula espinal en la lamprea de 
mar y la colocalización de ambos neurotransmisores también se ha descrito en neuronas de 
esta región (Barreiro-Iglesias y col., 2009). En ratas la serotonina y el GABA colocalizan en 
varios núcleos del rafe (Stamp y Semba, 1995), por tanto es posible que también en lamprea 
haya neuronas de proyección espinal en las que la serotonina colocalice con GABA, pero eso 
debe ser investigado en estudios futuros. 
 
Comparación con otros vertebrados 
Como acabamos de describir la utilización conjunta de técnicas de marcaje neuronal e 
inmunofluorescencia para glicina y GABA en larvas de lamprea de mar reveló que algunas 
neuronas inhibidoras en el ARRN, MRRN y PRRN proyectan a la médula espinal. Se han 
encontrado evidencias electrofisiológicas y anatómicas de células reticuloespinales 
glicinérgicas y GABAérgicas en especies representativas de algunos grupos de vertebrados. 
Magoum y Rhines en 1946 fueron los primeros que mostraron que la estimulación eléctrica en 
la formación reticular bulbar del gato provocaba la inhibición de los reflejos espinales. Estos 
hallazgos fueron confirmados más tarde en otros estudios (Llinas y Terzuolo, 1964; 
Jankowska y col., 1968). En la rata mediante la combinación de marcaje neuronal anterógrado 
y métodos inmunocitoquímicos., se han demostrado proyecciones descendentes GABAérgicas 
(Holstege, 1991) y glicinérgicas (Holstege y Bongers, 1991) desde la formación reticular 
ventro-medial y a nivel de una región comprendida entre la oliva inferior rostral y la parte 
caudal del núcleo facial. Las proyecciones descendentes glicinérgicas desde esta región en la 
rata (Holstege y Bongers, 1991) pueden ser homólogas a las del  MRRN de la lamprea de mar 
(resultados actuales). En mamíferos, se ha descrito también una amplia inervación 
GABAérgica de la médula espinal por fibras descendentes desde el rombencéfalo 
ventromedial rostral (núcleo magnus del rafe) (Reichling y Basbaum, 1990; Antal y col., 
1996). Estas proyecciones descendentes GABAérgicas pueden ser homólogas a las del ARRN 
de la lamprea de mar (resultados actuales). En la rata, en algunas de las fibras terminales de 
las proyecciones descendentes desde el rombencéfalo ventromedial rostral, el GABA 
colocaliza con glicina. Estas observaciones contrastan marcadamente con los resultados en 
lampreas, dado que la colocalización de GABA y glicina en neuronas reticuloespinales se 
observó solamente en el PRRN. 
También se han encontrado neuronas reticuloespinales GABAérgicas en renacuajos de 
Xenopus mediante la utilización de técnicas inmunocitoquímicas para la detección de GABA 
(Roberts y col., 1987) y se ha propuesto que inhiben neuronas espinales que en condiciones 
normales intervienen en la natación. Boothby y Roberts (1992) hicieron registros 
intracelulares desde el rombencéfalo y encontraron neuronas que se excitaban cuando se 
presionaba la cabeza de los renacuajos. Estas células se han identificado anatómicamente 
como neuronas reticuloespinales rombencefálicas medias (MHRs) por Perrins y col. (2002). 
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Estos autores mostraron que estas células poseían una proyección contralateral descendente a 
la médula espinal e inmunorreactividad a GABA. La comparación de los resultados de la 
presente investigación en lamprea con los que acabamos de señalar de anfibios y mamíferos 
indican que las proyecciones reticuloespinales rombencefálicas inhibidoras aparecen 
temprano en la evolución de los vertebrados. Sin embargo, tanto en mamíferos como en 
lampreas se han descrito proyecciones reticulares descendentes glicinérgicas y  
GABAérgicas; mientras, en anfibios solo se ha demostrado hasta el momento inhibición 
reticuloespinal GABAérgica. Son necesarios estudios en otros grupos de vertebrados para 
comprender como han evolucionado estos sistemas en los vertebrados. 
 
Significado de la colocalización de dos neurotransmisores inhibidores “rápidos” en 
neuronas reticuloespinales 
Nuestros resultados muestran la colocalización de glicina y GABA en neuronas del 
PRRN con proyección espinal. La existencia de la colocalización de inmunorreactividad para 
glicina y GABA en una neurona sugiere la posible co-liberación de estos neurotransmisores 
en los terminales sinápticos. La sinapsis glicinérgicas y GABAérgicas poseen similitudes 
morfológicas. La glicina y el GABA comparten el mismo transportador vesicular 
presináptico, el transportador vesicular de aminoácidos inhibitorios VIAAT (Dumoulin y col., 
1999; Sagné y col., 1997) y pueden activar GlyRs y GABAARs postsinápticos (Muller y col., 
2008). El primero que describió una liberación conjunta de GABA y glicina en la médula 
espinal y tronco del encéfalo fue Jonas y col. (1998). La liberación conjunta de GABA y 
glicina desde una sola vesícula presináptica permite dos niveles de complementariedad 
funcional. La fuerza del impulso inhibidor aumenta cuando los dos sistemas inhibidores están 
activos. Además, los dos tipos de inhibición son cinéticamente complementarios (Jonas y col. 
1998; O’Brien y Berger, 1999). La inhibición mediada por el receptor de glicina es más rápida 
que la mediada por los receptores GABAA (O’Brien y Berger, 1999) lo que sugiere que el 
componente mediado por glicina de la respuesta sináptica dual puede asegurar un bloqueo 
inmediato del impulso transmitido por la motoneurona mientras que el componente mediado 
por GABA puede permitir una inhibición más prolongada (Russier y col., 2002). La 
cotransmisión mediada por glicina y GABA puede proporcionar la regulación precisa en el 
transcurso de la conductancia postsináptica a través de la cantidad relativa de glicina y GABA 
liberada desde el terminal presináptico. Esto puede ser de importancia crítica para la 
coordinación motora (Eccles, 1964) y para la generación de los patrones locomotores (Tegnér 
y col., 1993). La cotransmisión podría permitir también el retrocontrol de los 
neurotransmisores liberados por los receptores GABAB presinápticos, lo que no es posible en 
la sinapsis glicinérgicas puras. Por último, la cotransmisión puede dar lugar a mecanismos 
compensatorios cuando exista un defecto genético en una subunidad del receptor de glicina 
(Brune y col., 1996). 
 
Consideraciones funcionales 
La presencia de neuronas glicinérgicas y GABAérgicas en los núcleos 
rombencéfalicos reticulares de lampreas indica que estas neuronas ejercen una acción 
inhibidora sobre neuronas espinales. Estas presentaron tres tipos de fenotipos de 
neurotransmisores inhibidores diferentes que están distribuidos diferencialmente en todos los 
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núcleos rombencéfalicos reticulares, lo que sugiere fuertemente que inervan diferentes tipos 
celulares y/o ejercen diferentes efectos en la médula espinal, como se ha descrito previamente 
en los núcleos reticuloespinales excitadores de lampreas (Wannier y col., 1998). 
Los embriones y renacuajos de Xenopus detienen la natación en respuesta a presión 
sobre la glándula cemental de la cabeza, que está inervada por receptores trigeminales 
sensibles a presión (Boothby y Roberts, 1992). Las neuronas sensoriales primarias 
trigeminales excitan neuronas reticuloespinales inhidoras GABAérgicas localizadas en el 
rombencéfalo medio (Perrins y col., 2002) que a su vez inhiben motoneuronas e interneuronas 
premotoras espinales involucradas en la generación del ritmo de la natación y su detención (Li 
y col., 2003). En nuestros experimentos no se encontraron células GABAérgicas en el MRRN 
de lampreas, pero si estaban presenten en el PRRN y podrían estar implicadas en la detención 
de la locomoción. Se ha propuesto también que las células glicinérgicas del MRRN y del 
PRRN participan en el control supraespinal de la locomoción en la lamprea (Wannier y col., 
1995). Además las células GABAérgicas localizadas en el PRRN podrían estar implicadas en 
el control de la respiración como se ha propuesto en mamíferos para las neuronas 
GABAérgicas localizadas en la parte caudal del rafe (Cao y col., 2006) ya que en lampreas las 
células serotoninérgicas no se localizan en la línea media (rafe) sino que están mezcladas con 
otras células reticulares (revisión en Abalo y col., 2007). 
Nuestros resultados también demostraron la presencia tanto de neuronas glicinérgicas 
como GABAérgicas en el ARRN. En mamíferos, se ha demostrado que las células 
GABAérgicas del rombencéfalo ventromedial rostral terminan en la médula espinal dorsal y 
se ha propuesto que forman parte de la inhibición del procesamiento de la información 
nociceptiva en al asta dorsal de la médula espinal (Reichling y  Basbaum, 1990; Antal y col., 
1996). Es necesario investigar si las células GABAérgicas reticuloespinales están implicadas 
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Cambios en los sistemas de neurotransmisores inhibidores en la médula 
espinal de la lamprea de mar durante la regeneración.  
 
Este es el primer estudio de la respuesta a corto plazo en la expresión de 
neurotransmisores aminoacidérgicos inhibidores tras una sección completa de la médula 
espinal en la lamprea de mar. La expresión de glicina y GABA experimenta alteraciones 
durante la primera semana tras la lesión. Los cambios se observan en las regiones adyacentes 
al lugar de la lesión y consisten, principalmente, en la pérdida de inmunorreactividad a los 
neurotransmisores en las neuronas y en su expresión en los astrocitos. Estos cambios son 
debidos, probablemente, a la liberación de los neurotransmisores desde las neuronas en 
respuesta a la lesión y a su recaptación por parte de los astrocitos. Además, se ha observado 
que un tipo neuronal particular (las células CSFc) pierde la inmunorreactividad a glicina, pero 
no a  GABA tras la lesión.  
 
Liberación de neurotransmisores aminoacidérgicos inhibidores por las neuronas y su 
recaptación por los astrocitos 
En mamíferos, se ha descrito un aumento en los niveles extracelulares de glicina y 
GABA tras la lesión medular (Panter y col, 1990). Se sabe que la glicina está también 
involucrada en la neurotransmisión glutamatérgica (revisión en Zafra y Giménez, 2008), ya 
que es un coagonista obligatorio para la activación de los receptores de glutamato NMDA 
(Johnson y Ascher, 1987). Por tanto, el incremento de los niveles extracelulares de glicina 
después de la lesión medular puede potenciar la excitotoxicidad causada por el glutamato 
(Panter y col., 1990). Nuestros resultados muestran que, en las primeras 24 horas tras la 
lesión, los astrocitos de la lamprea de mar son inmunorreactivos a glicina. Esto indica que el 
nivel de glicina en los mismos se ha elevado considerablemente, lo que puede ser debido a la 
captación de la glicina liberada por las neuronas inmediatamente después de la lesión. 
Resultados previos de nuestro grupo, han demostrado que los astrocitos de las lampreas son 
capaces de captar activamente el glutamato que se libera desde las neuronas inmediatamente 
después de la lesión (Fernández-López, 2014). La presencia de glicina y GABA en los 
astrocitos tras la lesión sugiere que mecanismos similares están actuando también para captar 
los neurotransmisores inhibidores inmediatamente después de la lesión. La captación de la 
glicina por los astrocitos puede prevenir la potenciación de la excitotoxicidad glutamatérgica 
en lampreas y, junto con la captación del glutamato, es uno de los factores que puede explicar 
la sorprendente falta de muerte de las neuronas espinales de estos animales en los días 
posteriores a la lesión medular, demostrada por Shifman y col. (2012). 
 
Contrastando con los efectos tóxicos de los altos niveles de glicina extracelular, se  ha 
demostrado que el GABA tiene efectos neuroprotectores (Chen-Xu y col., 2000; Han y col., 
2008; O’Connell y col., 2001; Yang y col., 2000). Aunque el GABA también se acumula en 
los astrocitos en las primeras 24 horas después de la lesión, la recuperación del patrón de 
inmunorreactividad a GABA se produce antes que la del de glicina, lo que podría ayudar a 
alcanzar  la recuperación funcional. De hecho, un estudio reciente muestra que la elevación 
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endógena de los niveles de GABA tras una sección medular completa en lampreas puede estar 
relacionada con una mejor recuperación de la función (Svensson y col., 2013). 
 
Expresión sostenida de GABA en las células CSFc 
A diferencia de otros tipos celulares y de lo que sucede con la glicina, las células CSFc 
GABAérgicas de las lampreas no pierden la inmunorreactividad a GABA tras la lesión 
medular en la región que rodea al lugar de la lesión. Resulta interesante que las dendritas 
apicales de estas células cambien su morfología. Las porciones apicales se aplanan y parecen 
delimitar el perímetro del canal central. Por el contrario, no se han observado cambios en las 
dendritas apicales de estas células en las anguilas (Dervan y Roberts, 2003). La persistencia 
de la inmunorreactividad a GABA en estas células plantea la cuestión  de si la liberación de 
GABA por parte de las células CSFc puede influir en la regeneración en las lampreas. El 
GABA podría  actuar como neuroprotector o como promotor de la regeneración, sin que 
ambas funciones sean excluyentes. Las células CSFc son las primeras células espinales  
GABAérgicas que aparecen durante el desarrollo (Meléndez-Ferro y col., 2003). El GABA 
actúa como un factor que modula varios procesos esenciales durante el desarrollo (ver 
revisión en Owens y Kriegstein, 2002), la mayoría de los cuales, si no todos, son también 
necesarios para conseguir la regeneración. La persistencia específica de la expresión de 
GABA en las células CSFc sugiere que, tras la lesión medular en la lamprea de mar, el GABA 
puede llevar a cabo un papel similar al que ejerce durante el desarrollo para conseguir la 
regeneración. 
La función de las dendritas apicales en las células CSFc fue objeto de numerosas 
hipótesis. Se había propuesto que son quimiosensibles (Huang y col., 2006), detectando 
cambios en la composición del líquido cerebroespinal (CSF) y también otras funciones, como 
mecanorrecepción o secreción (Vigh y col., 2004). Recientemente se ha demostrado que son 
quimiorreceptores detectando bajadas de pH y se ha sugerido que protegen de la actividad 
neuronal excesiva (Jalalvand y col., 2016). El aplanamiento y la reestructuración de las 
dendritas apicales delimitando el perímetro del canal central indican que éstas responden a la 
lesión, Parece probable que la liberación masiva de glutamato en respuesta a la lesión 
provoque descensos del pH y que estas neuronas respondan al mismo. También podrían 
desempeñar nuevos papeles durante la regeneración. Por ejemplo, formando una barrera física 
entre el interior del canal central y los espacios extracelulares de la médula espinal. También 
podrían estar relacionados con otros cambios en el canal central. Por ejemplo, la fibra de 
Reissner del canal central se interrumpe tras la lesión y los nuevos materiales producidos por 
ella se acumulan en el lugar de la lesión (Barreiro-Iglesias y col., 2009b). La fibra de Reissner 
contiene, adhiere y transporta a grandes distancias señales que participan en el desarrollo y 
otras moléculas, como espondinina del órgano subcomisural, dopamina y serotonina (Caprile 
y col., 2003; Gobron y col., 2000). Por tanto, su acumulación podría estar relacionada con los 






 Página 113 
 
Acumulación de neurotransmisores inhibidores alrededor de los axones reticuloespinales 
descendentes identificables 
Un resultado sorprendente de este estudio es la presencia de halos inmunorreactivos a 
glicina y GABA alrededor de algunos axones reticuloespinales descendentes, en respuesta a la 
lesión. El sistema reticuloespinal tiene un papel predominante en el control de la locomoción 
(Grillner y col., 2008). La gran acumulación de neurotransmisores inhibidores alrededor de 
los axones reticuloespinales cerca del lugar de la lesión sugiere que podrían tener un papel en 
el control del destino de las neuronas reticuloespinales. Se sabe que las diferentes células 
reticuloespinales identificables de la lamprea tienen distintas capacidades de regeneración 
(Jacobs y col., 1997) y de supervivencia tras una sección completa de la médula espinal 
(Barreiro-Iglesias y Shifman, 2012; Shifman y col., 2008). En este estudio, se ha determinado 
la proporción de axones que presentan halos inhibidores alrededor en diferentes tipos de 
axones descendentes y se han comparado estos datos con los porcentajes de supervivencia de 
las neuronas descendentes correspondientes tras la lesión. Rovainen (1976) ha descrito la 
localización de los axones reticuloespinales identificables en la médula espinal de las 
lampreas. La capacidad de supervivencia de los axones reticuloenpinales decendentes 
identificables ha sido descrita por Shifman y col., (2008) 12 meses después de la sección 
completa de la médula espinal a nivel de la 5ª branquia. Las células de Mauthner, cuyas fibras 
discurren por el fascículo lateral, y las células de Müller, cuyos axones discurren por el 
fascículo longitudinal medial, tienen una baja tasa de supervivencia (probabilidad de 
supervivencia/regeneración menor del 60 %). Sin embargo, las células accesorias de 
Mauthner y otras neuronas reticuloespinales identificables, cuyos axones discurren 
principalmente en el fascículo dorsal y también en el lateral, tienen una elevada tasa de 
supervivencia (probabilidad de supervivencia/regeneración de más del 60 %) (Shifman y col., 
2008). Se ha observado una correlación positiva y significativa entre la presencia de halos 
GABA-inmunorreactivos alrededor de los axones reticuloespinales y la capacidad de 
supervivencia de las correspondientes neuronas reticuloespinales. Esto sugiere enérgicamente 
un papel protector del GABA sobre estas neuronas en el lugar de la lesión. La acumulación 
extracelular de GABA alrededor de los axones reticuloespinales puede deberse a un 
incremento regulado en la producción y liberación de neurotransmisores inhibidores para 
hiperpolarizar los axones. Mantener los axones descendentes hiperpolarizados podría 
protegerlos contra la excitotoxicidad, contrarrestando los efectos perjudiciales que 
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Cambios en los sistemas de neurotransmisores inhibidores en la médula 
espinal de la lamprea de mar durante la regeneración. 
 
En el estudio de los cambios que tienen lugar en los sistemas espinales gabaérgico y 
glicinérgico de la lamprea de mar durante la recuperación tras una lesión medular completa se 
ha visto que, tras una disminución importante inmediatamente después de la lesión, ambos 
sistemas recuperan rápidamente el número de células y prolongaciones. El sistema 
dopaminérgico de la lamprea también se recupera completamente tras la lesión, pero lo hace 
de manera más lenta (a las 4 spl) (Fernández-López y col., 2015), mientras que los sistemas 
glutamatérgico (Fernández-López y col., 2016) y serotonérgico (Cohen y col., 2005) 
presentan una recuperación incompleta a pesar de la recuperación funcional. Esto indica que 
en lamprea cada sistema neurotransmisor responde de manera diferente por lo que para poner 
de manifiesto los mecanismos que subyacen e influyen en la recuperación es importante 
conocer el comportamiento de cada sistema individual.  
 
Evolución de las poblaciones de células inhibidoras 
En relación a los cambios en el número de células, ambos sistemas, gabaérgico y 
glicinérgico, muestran una drástica disminución inmediatamente después de la lesión en todas 
las poblaciones, tanto rostral como caudalmente a la lesión, en concordancia con lo que se ha 
visto en el anterior estudio. Ambos sistemas muestran una rápida recuperación en el número 
de células a las 2 spl. Sin embargo, mientras en el sistema gabaérgico no se observa un 
incremento en el número de células de ningún tipo a ningún tiempo postlesión con respecto a 
los controles, en el sistema glicinérgico se observa este fenómeno en la población 
dorsomedial rostral. Así, esta población multiplica por dos su número a las 2 y 4 spl, siendo 
significativo tanto el aumento en el número de células con respecto a las larvas control como 
la disminución desde las 2 a las 10 y 24 spl, donde los niveles vuelven a ser como en los 
controles. Además, el número de células CSFc a nivel rostral aumenta 1,4 veces a las 2 y 4 spl 
con respecto a los ejemplares control y a nivel caudal aumenta 1,3 y 1,5 veces a las 4 y 10 spl, 
respectivamente, aunque estas diferencias no llegan a ser significativas. El hecho de que la 
recuperación sea tan rápida junto a la escasa muerte neuronal que se ha observado durante los 
dos primeros días después de la lesión en la médula espinal de la lamprea (Fernández-López y 
col., 2016), sugiere que la gran disminución en el número de células inmediatamente tras la 
lesión se debe principalmente a la descarga del neurotransmisor. La contribución de la muerte 
neuronal a la reducción inicial en el número de células también es posible y no se puede 
excluir. La completa recuperación de estos dos sistemas así como el incremento en el número 
de células de algunas poblaciones celulares glicinérgicas que se observa a diferentes tiempos 
tras la lesión podría explicarse por la producción de nuevas neuronas glicinérgicas y 
GABAérgicas tras la lesión y/o un cambio de fenotipo de otras neuronas que hayan 
sobrevivido.  
Con respecto a la producción de nuevas neuronas, en un estudio reciente, se ha 
demostrado la existencia de neurogénesis en la médula espinal después de una lesión en 
lampreas (Zhang y col., 2014), aunque no se ha determinado el tipo de neurotransmisor 
expresado por estas nuevas neuronas. Tampoco lo hemos podido demostrar aquí debido a los 
diferentes métodos de fijación del tejido que se requieren para poner de manifiesto la 
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proliferación celular y el GABA y la glicina. Sobreproducción de células en un determinado 
momento seguida de una reducción para volver a niveles de animales control se ha observado 
previamente en la generación de motoneuronas y de neuronas serotonérgicas en el pez cebra 
tras una lesión medular (Reimer y col., 2008; Kuscha y col., 2012) y parece estar actuando 
también en el sistema glutamatérgico de la lamprea (Fernández-López y col., 2016).  
Cambios de fenotipo neurotransmisor en respuesta a la lesión han sido puestos de 
manifiesto recientemente en Caenorhabditis elegans (Alam y col., 2016). En este 
invertebrado, el corte del axón de un tipo de neuronas GABAérgicas induce la expresión 
temporal de la enzima triptófano hidroxilasa, implicada en la síntesis de serotonina. Estas 
neuronas llegan a expresar serotonina a niveles detectables mediante inmunofluorescencia. 
Sin embargo, la adquisión del fenotipo serotonégico no implica la pérdida del fenotipo 
GABAérgico ya que mantienen constante la expresión del transportador vesicular de GABA. 
Hasta la fecha no hay estudios que investiguen si procesos similares en respuesta a la lesión 
tienen lugar en células de lamprea o de otros vertebrados. 
 La aplicación del trazador neurobiotina a los extremos de la médula generados por la 
lesión y su combinación con la detección de glicina o GABA permite poner de manifiesto las 
neuronas cuyas prolongaciones han sido seccionadas y los resultados obtenidos indican que su 
proporción es muy baja. Como la recuperación del número de células inmunorreactivas se 
obtiene a las dos semanas, analizamos estas células en ejemplares que se dejaron recuperar 
durante dos semanas. El número de neuronas doblemente marcadas es muy bajo, lo que indica 
que la mayor parte de las neuronas inhibidoras de la médula espinal participan en circuitos 
locales y, por lo tanto, no han captado el trazador. Un estudio similar sobre las poblaciones 
dorsal y lateral de células glutamatérgicas arrojó resultados muy diferentes, con proporciones 
del 43 al 50% de neuronas glutamatérgicas que coexpresaban el trazador (Fernández-López y 
col., 2016). Además de poner de manifiesto el gran número de células glutamatérgicas con 
proyecciones ascendentes o descendentes, la elevada proporción de células doblemente 
marcadas junto con el escaso número de células glutamatérgicas después de la lesión permitió 
demostrar la recuperación de la expresión de glutamato en células glutamatérgicas que la han 
perdido en respuesta a la lesión. La baja proporción de células inhibidoras doblemente 
marcadas con trazador y glicina o GABA 2 semanas después de la lesión, cuando el número 
de células que expresan estos neurotransmisores es similar al de los ejemplares control, en 
relación al número de las que mantienen la expresión de los neurotransmisores después de la 
lesión, impide determinar si estas neuronas han recuperado la expresión o no la habían 
perdido. 
Las células glicinérgicas doblemente marcadas pertenecen a la población lateral. También hay 
células de la población lateral GABAérgica doblemente marcadas. En ambos casos aparecen 
tanto en la región rostral como en la caudal a la lesión. Estas células podrían corresponder a 
las células espinobulbares situadas en la sustancia gris, algunas de las cuales tienen además 
proyección descendente (Einum y Buchanan, 2006). Se encontraron también algunas células 
de la población dorsal GABAérgica rostral a la lesión doblemente marcadas, lo que indica que 
tienen proyección descendente. Células marcadas con axones ascendentes o descendentes 
también han sido previamente marcadas con peroxidasa pero la mayor parte de ellas no 
pudieron ser identificadas (Armstrong y col., 2003). En conjunto, estos resultados sugieren 
que existe una mayor variedad o complejidad en los tipos celulares de la médula espinal de la 
lamprea, como ya ha sido apuntado previamente por otros autores (Parker 2006, 2010).  
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Evolución del número de fibras inhibidoras 
La cuantificación de las prolongaciones neuronales en ambos sistemas muestra que 
experimentan un proceso similar al de los somas, drástica reducción en el número de 
prolongaciones inmediatamente después de la lesión (0 dpl) y rápida recuperación a las 2 spl. 
Estos cambios tienen lugar tanto en la zona rostral como en la caudal y son similares en las 
tres regiones (dorsomedial, lateral y ventromedial) en las que se ha dividido la sustancia 
blanca. La rápida recuperación de las fibras inhibidoras y la falta de diferencias entre las 
zonas caudal y rostral y entre las distintas regiones parece deberse a la recuperación de las 
neuronas intrínsecas que participan en circuitos locales. A favor de esta hipótesis podemos 
aducir los siguientes hechos: a) Como hemos demostrado en los experimentos con 
neurobiotina, tanto el número de fibras originadas en neuronas rombencefálicas descendentes 
como el número de neuronas inhibidoras intrínsecas con proyección ascendente o descendente 
es muy bajo. b) Las fibras intrínsecas se recuperan antes que las fibras reticuloespinales 
descendentes que durante las dos primeras semanas se retraen, a la cuarta alcanzan el nivel de 
la lesión y a partir de la quinta son capaces de atravesarla (Yin y Selzer, 1983). Los datos 
disponibles indican que, mientras que la mayoría de las neuronas espinales que se recuperan 
pertenecen a categorías no identificadas (Armstrong y col., 2003), sólo el 40% de los axones 
que han sido seccionados por la lesión, tanto si son de células intraespinales ascendentes o 
descendentes, como si son de células reticuloespinales, son capaces de crecer a través de la 
misma (Davis y McClellan, 1994). Hasta la fecha se ha demostrado la regeneración de los 
grandes axones reticuloespinales originados en células excitadoras (Davis y McClellan1994) 
y de los axones serotonérgicos originados en la población localizada en el núcleo vagal 
rombencefálico (Cornide-Petronio y col., 2011) de lamprea, pero la regeneración de axones 
reticuloespinales inhibidores todavía no ha sido abordada.  
El hecho de que no todas las neuronas sean capaces de regenerar sus axones a través 
de la lesión indica que a pesar de la recuperación en el número de células y prolongaciones 
inhibidoras, deben existir mecanismos de plasticidad que contribuyan a la recuperación 
funcional. 
Comparación con otros vertebrados 
El efecto de la lesión medular sobre las células inhibidoras sólo ha sido investigado en 
el asta dorsal de la médula espinal de mamíferos, debido a que en ella se localizan las células 
GABAérgicas cuya disfunción es responsable del desarrollo del dolor neuropático central 
después de una lesión medular. Por su origen y localización, las células dorsales de la médula 
de lamprea podrían equiparase a las células del asta dorsal de mamíferos (Meléndez-Ferro y 
col., 2003; Villar-Cerviño y col., 2008b). Sea cual sea el modelo de lesión medular utilizado 
siempre se observa una pérdida de la expresión de GABA (Gwak y col, 2008; Meisner y col., 
2010; Zhang y col., 1994) que puede estar asociada a muerte celular (Zhang y col., 1994). 
Aunque tanto en lampreas como en mamíferos la expresión de GABA disminuye, para poder 
profundizar en la importancia del GABA en la recuperación son necesarios más estudios en 
otros vertebrados, tanto en aquellos capaces de regenerar como en aquellos que no o son. 
Dada la importancia de las células glicinérgicas comisurales en la regulación de la alterancia 
derecha izquierda durante la natación también es necesario el estudio de su evolución en otros 




































































Este estudio nos ha permitido obtener las siguientes conclusiones:  
1.- La lamprea de mar posee neuronas inhibidoras reticulares rombencefálicas con 
proyección desdendente glicinérgicas y GABAérgicas. Las neuronas glicina-ir con 
proyección descendente se localizan en los tres núcleos reticulares rombencefálicos: 
ARRN, MRRN y PRRN y las neuronas GABA-ir con proyección espinal observadas se 
localizan en el ARRN y el PRRN.  Algunas neuronas inhibidoras del PRRN colocalizan  
GABA y glicina. 
2.- La presencia de neuronas glicina-ir y GABA-ir reticuloespinales indica que 
estas neuronas ejercen una acción inhibidora sobre neuronas espinales. 
3.-  La presencia de proyecciones inhibidoras en la médula espinal de la lamprea 
indica que éstas han aparecido antes de la divergencia entre Agnatos y Gnastostomados. 
4.- Tras la lesión medular, y durante los primeros días tras la misma, las neuronas 
liberan GABA y glicina que son recaptados  por los astrocitos. Además se acumulan 
neurotransmisores inhibidores alrededor de los axones de las células reticuloespinales 
“buenas supervivientes/regeneradoras”. 
5. En respuesta a la lesión la mayoría de las neuronas pierden el fenotipo 
neurotransmisor, pero la expresión de GABA se mantiene en las células CSFc 
GABAérgicas y se producen  cambios en la morfología de sus dendritas. 
6.- Los cambios en los sistemas inhibidores en respuesta a la lesión. parecen 
contribuir a la impresionante capacidad de regeneración y supervivencia de la médula 
espinal de las lampreas. 
7.- El número de neuronas que expresan neurotransmisores inhibidoras de la 
médula espinal de la lamprea desciende significativamente después de la lesión y se 
recupera a los niveles control dos semanas después de la lesión, expecto las células 
glicinérgicas de la población dorsomedial en la zona rostral que lo hacen a las 10 
semanas. 
8.- El número de prolongaciones que expresan neurotransmisores inhibidores 
sigue un patrón homogéneo y similar, descenso significativo después de la lesión y 
recuperación dos semanas después de la misma. La recuperación del número de 
prolongaciones inhibidoras parece ser debido a la escasa proporción de fibras extrínsicas 
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Los resultados correspondientes al estudio de las proyecciones inhibidoras 
descendentes han sido publicados en el siguiente artículo: 
Valle-Maroto SM, Fernández-López B, Villar-Cerviño V, Barreiro-Iglesias A, Anadón 
R, Rodicio MC. 2011. Inhibitory descending rhombencephalic projections in larval sea 
lamprey. Neuroscience. 194:1-10 
 
 El estudio de los cambios agudos en respuesta a la lesión de los sistemas de 
neutransmisores inhibidores ha sido publicado conjuntamente con el estudio de los 
cambios agudos en el sistema glutamatérgico y han sido recogidos en el siguiente 
artículo: 
Fernández-López B, Valle-Maroto SM, Barreiro-Iglesias A, Rodicio MC. 2014. 
Neuronal release and successful astrocyte uptake of aminoacidergic neurotransmitters 
after spinal cord injury in lampreys. Glia. 62:1254-1269.  
En él que Fernández-López B y Valle-Maroto SM han participado por igual. 
 
El estudio de los cambios en el sistema GABAérgico durante la regeneración, 
junto con los cambios en la expresión del receptor metabotrópico de GABA1B, 
estudiados por Daniel Romaus Sanjurjo como parte de su tesis doctoral, dirigida por los 
doctores A Barreiro-Iglesias y MC Rodicio,  va a ser recogido en el siguiente artículo: 
Romaus-Sanjurjo D, Valle-Maroto SM, Barreiro-Iglesias A, Fernández-López B, 
Rodicio MC. Changes in the expression of GABA and the GABA B receptor in the spinal 
cord of lampreys during the regeneration after a spinal lesion que está terminando de 
prepararse para su envío a Neuropharmacology. 
 
El estudio de los cambios en el sistema glicinérgico piensa publicarse junto con el 
análisis de los cambios producidos en la médula espinal después de un tratamiento con 
glicina.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
